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Resumo

A hemoglobina extracelular gigante do anelideo Glossoscolex paulistus (HbGp)
€ homoléga a hemoglobina da Lumbricus terrestris (HbLt). Baseado nos estudos de
MALDI-TOF-MS foi determinada a massa molecular (MM) das subunidades da HbGp.
Entretanto, ainda n&do era possivel propor o valor exato da MM para a HbGp integra,
pois a estequiometria deste oligbmero ainda ndo era totalmente clara. Este trabalho
objetiva avaliar a massa molecular do oligbmero em dois estados de oxidacdo: oxi- e
cianometa-HbGp, bem como avaliar a estabilidade desta proteina, ou seja, a
dissociacdo e desnaturacdo em funcdo do pH em meio éacido. O estudo por
ultracentrifugacéo analitica permitiu uma avaliacdo independente da massa molecular
da HbGp. Valores de MM de 3600 = 100 e 3700 £ 100 kDa foram obtidos para a oxi- e
cianometa-HbGp, respectivamente. Estes valores esta de acordo com a massa
esperada, assumindo a estequiometria proposta por Vinogradov para a HbLt. Os dados
de ultracentrifugacdo para as amostras do mondémero d puro mostraram um coeficiente
de sedimentacéo de 1,95 + 0,04 S para ambos os valores de pH 7,0 e 10,0. Além disso,
as distribuicbes ¢ (s) do mondémero d puro indicaram que uma pequena contribuicdo
(5%) de dimero de mondmeros, d», com valores de s%q,w de 3,2 S estava presente em
solucdo. Para a oxi-HbGp integra no pH 10,0 nenhuma contribuicdo em 58 - 59 S foi
observada, sugerindo completa dissociacdo oligomérica. As distribuicbes ¢ (S)
mostraram dois picos adicionais em relacdo ao mondémero puro: um pico em 4,2 - 4,4 S,
gue esta associado ao trimero, abc; e um segundo pico em 5,8 - 6,0 S, que poderia ser
associado ao tetramero, abcd. A adicédo de 3-mercaptoetanol leva ao desaparecimento
do pico em 4,2 S, consistente com a reducdo das pontes dissulfeto do trimero abc e
producdo dos monémeros a, b e c. Cerca de 19 % da forma cianometa-HbGp integra
coexiste em equilibrio com as subunidades dissociadas. Finalmente, estudos em meio
acido mostravam que na faixa de pH 5,0 - 7,0 as trés formas de oxidacdo de HbGp
apresentaram alta estabilidade oligomérica. Abaixo de pH 5,0 os dados de

fluorescéncia mostrava que a estabilidade diminui na sequéncia cianometa > oxi >



meta. Assim a estabilidade das formas oxi-, meta- e cianometa-HbGp foi avaliada,
ficando evidenciada a maior estabilidade da forma cianometa-HbGp.



Abstract

The giant extracellular hemoglobin of Glossoscolex paulistus (HbGp) is
homologous to Lumbricus terrestris (HbLt). Based on MALDI-TOF-MS the molecular
masses (MM) of HbGp subunits were determined. However, the exact value of the MM
for the HbGp oligomer is not known. This study has as a main goal to evaluate the
molecular weight of the oligomer in two oxidation states: oxy- and cyanomet-HbGp. Also
the stability of the protein dissociation and denaturation as a function of pH was
monitored. The present analytical ultracentrifugation study allowed us to assess the
molecular mass of the whole oligomer giving valores of MM of 3600 + 100 and 3700 +
100 kDa for the oxy- and cyanomet-HbGp, respectively. These values are in agreement

with the expected mass based on Vinogradov model for HbLt. Data were obtained of

Sow TOr the pure monomer d as 1.95 + 0.04 S for both pH values 7.0 and 10.0. C(s)

distributions for pure monomer indicated that a small contribution of dimer of monomers

(5%), dz, was also present with s;,,, of 3.2 S in solution. For the whole oxy- HbGp at pH

10.0 no contribution at 58 - 59 S was observed, suggesting complete oligomeric
dissociation. C(s) distribution showed two additional peaks as compared to pure
monomer: a peak at 4.2 - 4.5 S, probably due to the trimer, abc; a second peak at 5.8 -
6.0 S, that could be associated to the tetramer, abcd. Addition of beta-mercaptoethanol
leads to the disappearance of the peak at 4.2 S, consistent with the reduction of the
trimer abc disulfide bridges and production of monomers a, b and c. It may be noted
that about 19% of cyanomet-HbGp, undissociated, coexist in equilibrium with the
isolated subunits. Finally, studies in acidic pH values show that in the pH range 5.0-7.0
the oligomeric stability for the three oxidation forms of HbGp is quite high. Below pH 5.0,
fluorescence emission data suggest that the stability is reduced in the following order:
cyanomet > oxy > met-HbGp. Thus the stability of the oxy-, meta- and cyanomet-
HbGp forms was evaluated evidenced making it clear the higher stability of the

cyanomet-HbGp.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hemoproteinas

As proteinas participam dos mais variados processos nos seres vivos, dentre 0s
quais podemos destacar importantes fun¢cdes como: transporte, catalise, revestimento e

defesa [1, 2].

Globinas e citocromos (Figura 01) sdo exemplos de hemoproteinas com
elevada especificidade de fungbes numa variedade de seres vivos. Apesar de
amplamente estudados, os sistemas hemoproteicos ainda permanecem intrigantes sob
varios aspectos fisico-quimicos. Dentro deste contexto, o uso de diferentes técnicas
biofisicas contribuiu significativamente para a evolugcdo no entendimento da relagéo

estrutura-atividade destes sistemas [3,4].
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Figura 1: Estruturas de duas hemoproteinas bastante estudadas: (A) Hemoglobina Humana,
cuja principal funcdo é transporte de oxigénio; em (B) Citocromo C, cuja funcéo € o transporte
de elétrons na cadeia respiratoria [1].

As hemoproteinas constituem um dos sistemas mais relevantes dentro da
guimica de proteinas e enzimas. As propriedades intrinsecas das hemoproteinas, assim
como a sua relacdo estrutura-atividade, envolvem fenbmenos tais como
cooperatividade e afinidade por ligantes especificos, como o0 oxigénio, que estédo
associados a uma variedade de processos que viabilizam a vida [1,3-5]. A capacidade
das globinas em ligar ao oxigénio depende da presenca do grupo prostético (heme),

mostrado na, Figura 02.

As hemoproteinas sado constituidas por cadeias polipeptidicas, e por um grupo,
nao peptidico, denominado de grupo heme. Este grupo nao polipeptidico consiste de

uma protoporfirina (parte organica) e um atomo de ferro central (parte inorganica) que
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em solucdo confere as hemoproteinas uma cor marrom avermelhada [1] (Figura 02). O
heme é um grupo prostético que se encontra no bolsdo hidrofébico da proteina e sua
estrutura é constituida por um atomo de ferro ligado a quatro anéis pirrélicos

coplanares, ligado entre si, por ligacdo de metila. Nestes anéis pirrdlicos encontram-se

ligados grupos eteno, metila e propionato, Figura 02 [1,6].
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Figura 2: (A) - O grupo prostético heme. O grupo heme é constituido de uma protoporfirina
(parte organica) e um atomo de ferro central (parte inorganica); (B) estrutura tridimensional da
mioglobina e em vermelho o grupo hem, localizado no bolséo hidrofébico.

Os atomos de nitrogénios dos anéis pirrélicos estéo direcionados para o centro
da estrutura, sendo os mesmos responsaveis pela coordenacdo com o atomo de ferro
[6]. Quatro das seis coordenacdes possiveis, que o atomo de ferro pode fazer estédo

associados aos nitrogénios dos anéis pirrdlicos, na quinta coordenagdo encontra-se um
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nitrogénio do grupo imidazol oriundo de uma histidina proximal, que serve como ponto
de fixacdo do grupo heme na cadeia polipeptidica da proteina, e a sexta coordenacao
estd livre, para ser coordenada com um ligante endégeno, como mostra a (Figura 03).
Nas hemoproteinas no seu estado nativo, este ligante endégeno geralmente é o
oxigénio [1, 6]. Outro residuo muito importante na coordenacéo do oxigénio no Ferro é
a Histidina distal - E7, ou seja, Histidina que se encontra na hélice (E) e no residuo 7,
cuja principal fungcdo é a estabilizacdo da molécula de oxigénio, quando a mesma se

encontra ligada ao heme [7].

A hemoglobina é encontrada exclusivamente nos eritrécitos, onde sua principal
funcdo € transportar oxigénio dos pulmbes até os capilares dos tecidos [7]. A
hemoglobina A, a principal hemoglobina em adultos, € composta por quatro cadeias
polipeptidicas - duas cadeias a e duas cadeias B - mantidas unidas por meio de
ligacbes ndo-covalentes, (Figura 1A). Cada cadeia tem estrutura primaria, secundaria e
terciaria. O ferro do heme esta presente nas quatro cadeias, estando ligado a histidina
proximal [1]. Cada subunidade contém segmentos de estrutura em hélice alfa, além de
uma fenda, ou bolso, onde se liga o grupo heme. Como é mostrado na (Figura 2B), o

grupo heme encontra se ligado na hélice F no residuo 8 (Histidina proximal) [1].
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Figura 3: Grupo heme da mioglobina humana, mostrando as seis coordenacdes do Ferro. Em
amarelo aparece a molécula de oxigénio coordenada, em vermelho o grupo pofirinico, em cinza
na parte inferior a Histidina proximal (F8 — residuo oito da hélice — F) [1].

Na hemoglobina humana, assim como na hemoglobina de Glossoscolex
paulistus, HbGp, a ligagdo com o oxigénio é altamente cooperativa [1]. Esta
Hemoglobina extracelular é extraida de um anelideo da espécie Glossoscolex
paulistus. Este organismo trata-se de uma minhoca bastante comum em Rio Claro e
Piracicaba no interior de Sado Paulo. Para executar sua funcgéo fisiologica, ou seja, de
transporte de oxigénio de forma efetiva a hemoglobina deve ligar-se ao oxigénio tao
eficiente quanto possivel nos pulmdes, e libera-lo facilmente nos outros tecidos [1,7].
Para realizar esta tarefa, a hemoglobina possui alta afinidade por oxigénio em ambiente
saturado de O, e baixa afinidade a baixa saturacédo de O.. In vivo, a hemoglobina pode

apresentar duas estruturas quaternarias distintas. Uma é a estrutura T (forma tensa),
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caracteristica da forma desoxihemoglobina, e que tem baixa afinidade ao oxigénio; a
outra é a estrutura R (forma relaxada), caracteristica da forma oxi-hemoglobina (4
moléculas de oxigénio ligadas) e que possui alta afinidade ao oxigénio, como mostra a
(Figura 04) [7]. A oxigenagdo da hemoglobina €, portanto, acompanhada pelo
movimento do atomo de ferro e, consequentemente, pelo movimento de His F8 e os

residuos ligados covalentemente a His F8, em direcdo ao plano do anel. Este

movimento gera uma nova conformacao das por¢des da proteina [1, 7].

O Grupo Heme e o Ferro

Val Fii5

Hepne
Leun
Fiia

( A) T state (B)

Figura 4. (A) Grupo heme na forma T (tensa) — desoxihemoglobina e (B) — Grupo heme na
forma R (relaxada) — oxi-hemoglobina [ 7 ].

Nos eritrécitos (globulos vermelhos), as hemoglobinas encontram-se em um
equilibrio das duas formas, cuja concentracdo da forma parcialmente ligadas € baixa [6,

8,9]. A ligacdo de oxigénio induz mudancas estruturais que alteram a energia livre
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relativa entre as duas formas, mudando o equilibrio em favor da forma de alta afinidade.
Partindo da estrutura desoxigenada, conformacdo T (tensa), a ligacado parcial de
oxigénio (duas ou trés moléculas) é suficiente para mudar o equilibrio em favor da

conformacao R (relaxada), que capturara os oxigénios restantes com maior afinidade.

Contrariamente, quando a hemoglobina encontra-se na forma R, ou seja,
totalmente oxigenada, a perda de um ou dois oxigénios muda o equilibrio para a forma

de baixa afinidade, estimulando a liberagao dos oxigénios restantes [9].

1.2. Hemoglobina extracelular de Glossoscolex paulistus

Diferentemente da hemoglobina humana, a hemoglobina extracelular gigante de
Glossoscolex paulistus (HbGp) que € extraida de um anelideo, (uma minhoca) é um
sistema ainda pouco conhecido quanto aos fatores que conferem a esta proteina
propriedades como: alta resisténcia a oxidacdo e dissociacdo oligomérica, e
cooperatividade em uma mesma unidade tetramérica [2,3]. Portanto as hemoglobinas
extracelulares representam um importante objeto a ser estudado, para que possamos

entender melhor estes sistemas.

Considerando a importancia destes sistemas, foi realizado um estudo para
determinar a massa de uma hemoglobina extracelular gigante e de suas subunidades
que, segundo Vinogradov [10], constitui o apice de complexidade em proteinas que

transportam oxigénio. A hemoglobina de Glossoscolex paulistus (HbGp) pertence a
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classe das hemoglobinas extracelulares gigantes. A HbGp é semelhante, no que
desrespeito a estrutura a hemoglobina de Lumbricus terrestris (HbLt) que vem sendo
extensamente estudada por varios grupos de pesquisa [2-10]. Assim, a hemoglobina a
ser estudada no presente trabalho sera extraida do anelideo Glossoscolex paulistus
(HbGp) e apresenta uma massa molecular minima de aproximadamente 3.1 MDa [11],
determinada ha cerca de 20 anos por ultracentrifugacdo em gradiente de concentracao

de sacarose.

Tendo em vista a alta similaridade estrutural entre HbGp e HbLt pode-se propor
que a macroproteina em estudo apresenta uma disposicdo altamente organizada
envolvendo 144 cadeias polipeptidicas com grupo heme e 36 cadeias polipeptidicas
sem grupos heme, que sdo chamadas cadeias Linker (Figura 05) [12]. A estrutura
oligomérica € composta de dois discos hexagonais, que formam uma espécie de
bicamada hexagonal sendo que a dissociacdo dessa estrutura origina a formacgéo de
doze unidades de massa molecular 1/12 da molécula integra [12,13]. A proteina gigante
€ composta por quatro subunidades, com enovelamento tipico para globinas, que
contém o grupo heme, denominadas de cadeias a, b, ¢ e d, sendo que as subunidades
a, b e c estéo ligadas por pontes dissulfeto formando o trimero (abc) e a subunidade d
mantém-se na forma monomérica [14]. Além destas quatro subunidades que contém o
grupo heme, a proteina possui trés cadeias polipeptidicas distintas que ndo tem esse
grupo, denominados de linkers. O papel destas subunidades estd provavelmente

relacionado com a manutencao da estabilidade da estrutura oligomérica.
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No caso da hemoglobina extracelular de Lumbricus terrestris, extraida de uma
minhoca comum no hemisfério norte, especialmente na regido de Vancouver, Canada,
as subunidades sdo bem conhecidas em termos de sequiéncia primaria e a estrutura da
macroproteina tem sido estudada na forma cristalogréafica pelo grupo de W. E. Royer Jr
[13]. A estrutura cristalografica da HbLt foi reportada na literatura inicialmente com baixa
resolucdo de 5,5 A [14], e mais recentemente esta estrutura foi refinada até 3,5 A [13],
(Figura 05). Estes trabalhos mostram em bastante detalhe a disposi¢do na bicamada
hexagonal das vérias cadeias polipeptidicas que compdem a proteina, incluindo as

cadeias do tipo globinas e os linkers (Figuras, 05 e 06).
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Figura 5. Estrutura cristalografica da hemoglobina integra de Lumbricus terrestris (Homologa
da HbGp). (A) Estrutura oligomérica, constituida por dois discos Hexagonais sobrepostos
(modelo de braceletes); B) Dodecamero (abcd); e (C) Tetrdmero (abcd) [13].
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Figura 6: Estrutura cristalografica das subunidades da HbLt. Podemos observar da esquerda
para direita os Linkers 1, 2 e 3 conectados a unidade dodecamérica (abcd)s, respectivamente.
Os destagues mostram os pontos de contados das cadeias Linkers com as globinas.

A homologia da HbGp com a HbLt esta baseada na sequéncia da cadeia d,
tendo esta cadeia 57 % de identidade e em estudos por microscopia eletrénica onde a
presenca de estruturas hexagonais, em pH 7,3 correspondentes a proteina nativa, e o
seu desaparecimento em pH 8,6, foram evidenciados [15]. Recentemente, através de
estudos envolvendo a técnica de MALDI-TOF-MS, foi obtida informacdo detalhada
sobre as subunidades da HbGp, o que confirmou a alta homologia da HbGp com a
HbLt. A identidade de 57% da subunidade d das duas proteinas corrobora reforca este
resultado. [16]. Foi observado que o monémero d possui MM em torno de 16,6 kDa, o
trimero abc apresenta MM de 52 kDa e as cadeias linkers séo observadas com MM de

26-32 kDa [16] (Figura 07).
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Figura 7: (A) Analise do espectro de MALDI-TOF-MS da monomero-d nativa no pH 7,0. A
insercdo mostra a intensidade em unidades arbitrarias, destacando os picos menores (Linkers
(L), mondmero (d), trimeros (abc)); (B) a regido expandida para o mondmero d monoprotonado
d+ na faixa de 15600 a 18800 Da. As atribuicdes dos picos foram feitas por comparacdo com
dados da literatura para homologa HbLt [16,17].

Assim, duas isoformas majoritarias do monémero d (di e d,) de proporcdes

idénticas com MM de 16,355 + 25 e 16,428 + 24 Da, respectivamente, e duas isoformas

de menor intensidade (d; e ds) com MM em torno de 16,6 kDa foram observadas,

(Figura 07).

Baseando-se nas MM destas subunidades foi

determinada por
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espectrometria de massas e considerando que a estequiometria do oligdmero da HbGp
€ 12(abcd)sLs [18,19], podemos prever que a MM da HbGp é em torno de 3.4 MDa, um
valor maior do que o observado anteriormente por Costa e colaboradores [11] e que
permanece como a Unica referéncia disponivel de MM total da HbGp. Entretanto,
apesar de que os valores de MM das subunidades obtidos por espectrometria de massa
sdo conhecidos, ainda nao é possivel propor o valor exato da MM da HbGp, pois ndo é
conhecida exatamente qual € a estequiometria do oligbmero. Por estas razbes, a
determinacdo da MM total da HbGp na sua forma integra permanece uma questao

relevante a ser investigada, sendo um dos objetos de estudos do presente estudo.

Esta classe de hemoglobina é altamente cooperativa e auto-organizavel, como
demonstram estudos de re-associagao [3,18], apresentando grande estabilidade redox,
sendo inclusive protétipo para o desenvolvimento de substitutos sanguineos, ou seja,
de sangue artificial [19]. A grande estabilidade redox representa um importante fator no
que se refere a estocagem da hemoglobina por periodos prolongados. Estudos
mostram que estas proteinas podem ser estocadas por longos periodos, em torno de

seis meses a um ano, sem que sua capacidade de transporte de oxigénio seja afetada,

por exemplo, pela oxidagcdo com a producéo de meta-hemoglobina [20,21].

A estrutura oligomérica e propriedades espectroscopicas da HbGp vem sendo
estudadas h& alguns anos no laboratério de Biofisica Molecular. Este grupo tem
proporcionado nos udltimos anos uma contribuicdo significativa no estudo de
hemoglobina extracelular, mais especificamente, da HbGp [21-23]. A interacdo da

HbGp com surfactantes ibnicos apresenta uma abordagem interessante, e de grande
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relevancia, uma vez que os surfactantes sdo largamente empregados em bioquimica e
biotecnologia para a solubilizagdo protéica, purificacdo, caracterizacdo e determinacao
de estrutura de algumas proteinas [24]. Desta forma, a intera¢cdo com surfactantes, em
vérias faixas de concentracdo, proporciona informacdo significativa a respeito do

arranjo estrutural, oligomérico da proteina.

Estudos com o surfactante anionico, dodecilsulfato de sddio (SDS), mostraram
que inicialmente ocorre a dissociagdo da macroproteina em concentracdes acima da
concentracdo micelar critica (cmc) [25]. Estudos espectroscépicos do efeito do
surfactante cationico, cloreto de cetiltrimetilaménio (CTAC), mostraram que para a
HbGp na presenca de CTAC, na faixa de concentracdo entre 0,1 e 1 mM, ocorre a
precipitacdo da proteina, seguida de redissolu¢cdo dos agregados em concentragdes
maiores de surfactante catibnico [20]. Os efeitos dos surfactantes aniénico (SDS) e
catibnico (CTAC) em pH 7,0 e 9,0 sédo diferentes, uma vez que o primeiro induz
dissociacdo, enquanto que o segundo induz, em baixas concentra¢gfes, também algum
tipo de agregacdo, conforme demonstram os estudos espectroscopicos [20, 25].
Estudos de MALDI-TOF-MS do mondmero d na presenca de CTAC, no pH 7,0
mostram a interacdo deste surfactante com a estrutura da proteina. Na (Figura 08)
observa-se que o desdobramento do pico corresponde ao monémero d devido a

interagcdo com CTAC.
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Figura 8: Analise do espectro de MALDI-TOF-MS do monémero d puro isolado, obtido a partir
da oxi-HbGp nativa através de cromatografia numa coluna de Sephadex G-200 em pH 9,0, na
presenca de 0,2 mM CTAC e razdo amostra / matriz de 1:10: (espectro A); (B) a regido
expandida de massas de 15.000 a 20.000 Da para o mondmero d monoprotonado d-,
mostrando a interagdo CTAC [16,17].

Mais recentemente, foram realizados estudos como surfactante zwiteriénico, N-
hexadecil-N,N,dimetil-3-amdnio-1-propano sulfonato (HPS) [23], sendo observado que a

presenca do HPS favorece a dissociacdo da proteina, bem como a sua auto-oxidagao.
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Entretanto, a interagdo do HPS com a HbGp foi claramente menor do que a interacdo
desta hemoglobina com os surfactantes catibnico, CTAC, e o anidnico, SDS.
Provavelmente, esta menor interacdo da HbGp com o HPS é devido a menor interagéo
eletrostatica entre o HPS e os sitios ibnicos da proteina bem como ao menor valor de

cmc (concentracdo micelar critica) do HPS [21-23].

O efeito dos surfactantes CTAC e SDS na estrutura oligomérica da HbGp
também foi estudado por meio de MALDI-TOF-MS [24]. Neste trabalho foi observada a
interacdo efetiva do surfactante cationico CTAC com as duas isoformas do monoémero
d, d; e d,, onde até 10 moléculas de CTAC podem ligar-se a cada isoforma.
Diferentemente do CTAC, o espectro de massas obtido para o sistema SDS-HbGp
mostrou que a adi¢cdo do surfactante anidnico SDS n&o origina um aumento de massa
tdo significativo das isoformas monomeéricas, indicando que a interacdo SDS-HbGp é,
provavelmente, menor quando comparada com a interacdo CTAC-HbGp [24]. O pl
acido da proteina em torno de 5,5 €&, provavelmente, responsavel por este
comportamento. Estes dados s&o consistentes com o0s estudos espectroscopicos
publicados recentemente, onde foi observado uma forte interacdo entre o CTAC e

HbGp em pH fisiolégico [25].

Estudos espectroscopicos da HbGp mostraram que a proteina oligomérica
encontra-se dissociada em pH alcalino [26-27]. Através da técnica de DLS foi
determinado um diametro hidrodindmico Dy, de 27 nm em pH 7,0 que estar associado a
proteina na sua forma integra, enquanto que em pH 9,0 um Dy de 10 nm é observado,

mostrando que a proteina esta na sua forma dissociada [20].
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Trabalhos anteriores utilizando como ferramenta principal as espectroscopias
de fluorescéncia e de absorcdo Otica no uv-visivel indicam que a dissociacdo alcalina
depende fortemente do estado de oxidacdo do heme, sendo incompleta para a
hemoglobina reduzida (Fe®"), completa na forma oxidada (Fe®*) e novamente
incompleta na presenca de cianeto [28-29]. A estrutura oligomérica da oxi-HbGp em pH
alcalino foi estudada por Imasato e colaboradores [29], onde foi proposto que em pH
9,0, ocorre a dissociacdo da espécie oxi-HbGp em dimeros de tetrameros (abcd),,
trimeros (abc), monémeros d e cadeias linkers. Estudos da hemoglobina na forma
oxidada (Fe®*") [27,28] demonstram que esta espécie, em meio alcalino, sofre completa
dissociacdo em trimeros e monémeros, sugerindo que a hemoglobina na forma oxidada
€ menos estavel em relacdo ao arranjo oligomérico quando comparada com a espécie
oxi-HbGp, isto &, a oxidacdo da proteina favorece a sua dissociacdo oligomérica. Um
trabalho posterior complementa e evidencia o efeito da auto-oxidagdo na dissociacao

da proteina [22].

Zhu e colaboradores [18] estudaram a estrutura oligomérica da hemoglobina de
Lumbricus terrestris e também observaram que a associacdo e a dissociacdo das
subunidades dependem do estado de oxidagdo. Particularmente, a oxidacado do
complexo (abcd), com ferricianeto causa completa dissociacdo em mondémeros d e
trimeros abc, mas a adicdo de cianeto de potassio (KCN) mantém o complexo (abcd),
ou favorece a re-associagcdo das subunidades oxidadas. Esta constatacéo ressalta a
acao efetiva do cianeto nas hemoglobinas gigantes, além de evidenciar a correlagcéo

entre as modificacbes do estado de oxidacdo do grupo heme com as alteracdes das



36

interacdes entre as cadeias polipeptidicas, responsaveis pela manutencdo da estrutura

oligomérica.

Muitos estudos sobre a estabilidade e da estrutura oligomérica de diferentes
proteinas gigantes como a HbGp [16,22,24], HbLt [10,18] e hemoglobina de Arenicola
marina [2] estdo sendo realizados por diferentes grupos de pesquisas, por meio de
mudang¢as na composi¢cao do meio, assim como, variagcdo do pH, presenca de sais
variacdo de temperatura, uréia e cloreto de guanidina. Processos de dissociacdo e
re-associacdo da HbLt tem sido investigados, porém muitas questdes relacionadas aos

mecanismos de dissociacao e re-associacdo permanecem néo esclarecidas [18,30].

Ha um grande interesse em entender o0s processos de dissociacdo e
associacao desta classe de hemoglobinas, uma vez que estes estudos podem fornecer
informacgdes Uteis sobre as interacdes entre as subunidades que sdo necessarias para
manter a estrutura quaternaria. Além disso, como estas hemoglobinas extracelulares
constituem-se numa classe de proteinas que podem representar uma proposta
interessante de um sistema modelo para desenvolver substitutos terapéuticos de
sangue [14], um estudo detalhado das intera¢cdes das subunidades faz-se necessario

para identificar uma composicao ideal de armazenamento [2].
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1.3. Desnaturacao de proteinas

As proteinas apresentam uma estrutura tridimensional correspondente a sua
conformacdo nativa, em consequéncia de um equilibrio de forcas entre as diversas
subunidades da proteina e o solvente [7,31,32]. A desnaturacdo de proteina envolve a
perturbacdo das forcas que estabilizam a conformagdo nativa, quebrando e
reorganizando ligagbes ndo covalentes, levando a modificagcdo nas estruturas
secundaria, terciaria, e quaternaria da proteina [23,18,32], com uma perda irreversivel
de atividade produzindo o seu desenovelamento (“unfolding”). Entre os efeitos mais
comuns que induzem a desnaturacdo de proteina temos: aumento da temperatura
acima de um limite, variacdo da constante dielétrica do meio em presenca de solventes
organicos, mudancas drasticas do pH e agentes quimicos especificos que levam a
ruptura da conformacgéo nativa, como por exemplo, a uréia e o cloreto de guanidina

(GdmHCI) [20,22, 25,31,33].

Héa muitas propriedades das proteinas que se modificam durante o processo de
desnaturacdo, e, consequentemente, varias técnicas podem ser convenientes para
estudar esse fenbmeno. Muitas delas sdo baseadas em estudos espectroscopicos,

calorimétricos, bem como medidas hidrodindmicas [22,25].

Intensidades espectroscopicas de emissao de fluorescéncia e de absorcao otica
fornecem informacf6es de mudancas estruturais ao redor do grupo do croméforo ou

fluoréforo. Métodos espectroscépicos sdo indispensaveis no estudo de solugbes de
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proteinas devido a sua versatilidade, sensibilidade, resolucao temporal, e aplicabilidade

bastante ampla [26,29].

Entretanto, as analises espectroscépicas podem deixar lacunas no que se
refere aos estudos de mudancgas estruturais. Para uma compreensao mais completa da
natureza da estabilidade da estrutura das proteinas, pode ser muito informativo
investigar o mesmo processo de desnaturacdo usando outras propriedades fisico-
quimicas baseadas em diversas técnicas experimentais. Em particular, o
acompanhamento da estrutura global da proteina durante o processo de desnaturacao,
a sua dissociacdo podem fornecer um entendimento mais profundo da interagéo

proteina-proteina.

Alguns trabalhos na literatura tém reportado o efeito da desnaturacdo na
estrutura secundaria e terciaria das proteinas, assim como mudan¢as no tamanho e
forma das hemoproteinas [34,35]. Foi observado através da técnica de DLS que a
HbGp, em pH 7,0, acima de 52 °C, desnatura-se aumentando o tamanho da particula,
de 27 nm para 65 nm [20]. A proteina em pH 7,0 em 25 °C é estavel, ndo modificando o
seu didmetro hidrodindmico, Dy, de 27 nm por um longo periodo de tempo (72 hs). Para
valores de pH acima de 9,0, foi observado o processo de dissociacdo da proteina,
resultando numa particula de Dh de 10 nm, o que esta de acordo com a literatura que
associa esta dimensdo ao dodecamero ((abcd)s, [36]). O dodecamero originado na
dissociagao alcalina da HbLt possui D,=10 nm [36]. O efeito da temperatura em funcgéo

do pH da HbGp também foi estudado, em valores de pH acima de 7,0, mostrando que o
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aguecimento provoca inicialmente a dissociacdo, seguida pela desnaturacdo da

proteina [22].

Em outros trabalhos foi demonstrado que o aguecimento da lisozima acima de
50 °C, no pH 1,0, aumentou a tenséo superficial na interface ar-liquido e a intensidade
de espalhamento [37,38]. O comportamento de varias proteinas na presenca de uréia e
guanidina vém sendo estudado. A dissociagéo da oxi-HbLt em pH neutro na presenca
de uréia e sais de Gdm (Guanidina) em concentra¢gdes que ndo causam a desnaturacao
das subunidades, forneceram um complexo de dodecamero de 213 kDa, formado pelo

trimero abc e o monémero d [35,39].

E interessante destacar também que a desnaturacdo de proteinas acontece, em
geral, numa concentragdo muito menor de surfactante na faixa milimolar quando

comparada a concentragdo necessaria de outros agentes quimicos desnaturantes,

comumente utilizados, tais como uréia (6 - 8 M) e guanidina (4-6M).

Além do fenbmeno de desnaturacdo, o estudo da re-associacdo de proteinas
pode trazer também informacdes relevantes. Um trabalho realizado por Vinogradov e
colaboradores da HbLt [30], mostrou que a proteina apds sofrer processos de
dissociacéo pode se re-associar na presenca de dications (Ca?* e o Mg?*) alcancando
até cerca de 30% da estrutura oligomérica. Entretanto, ainda permanece néao
esclarecido se as espécies re-associadas podem apresentar a mesma atividade da
proteina nativa. Para estudar a re-associac¢do de proteinas, um dos requisitos principais

€ que as mesmas nao tenham sofrido o processo de desnaturacdo. Por isso, alguns
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pesquisadores para provocar uma dissociacdo inicial na proteina, sem levar a
desnaturacdo, utilizam a aplicacdo de pressdo hidrostatica [25,26], presenca de
agentes desnaturantes em baixa concentracdo (menor do que 2 M, no caso de uréia)

[33] ou mesmo aceleram processos de oxidacdo adicionando agentes oxidantes [23].
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho prop6s determinar a MM do oligdbmero e das subunidades
da HbGp em pH neutro e alcalino, e o estudo da estabilidade da proteina nativa frente
aos processos de dissociacdo oligomérica, oxidacdo do heme e desnaturagdo da
HbGp. Estes estudos permitiram avaliar a MM do oligbmero, possibilitando a
compreensao da estequiometria das subunidades da proteina e sua estabilidade em

diferentes condicoes.

Considerando que a dissociacéo alcalina leva a formacdo de subunidades em
solugdo dependentes do estado de oxidacdo do ferro, este estudo tem por objetivo
avaliar também o efeito desta dissociacdo na estrutura terciaria das particulas em

solugéo.
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2.2. Objetivos especificos

1) Através de ultracentrifugacdo analitica, AUC determinar o valor da massa
molecular da hemoglobina gigante extracelular, HbGp, na sua forma integra, em pH

neutro e em dois estados de oxidacao do ferro do heme: oxi- e cianometa-HbGp.

2) O mesmo estudo foi realizado em relacdo as suas subunidades, em condicfes
de equilibrio no meio alcalino e para o monémero d na forma isolada em pH neutro e

alcalino.

3) Estudar a estabilidade das formas oxi- e cianometa-HbGp em meio alcalino.

4) Estudar a estabilidade da HbGp nas trés formas da HbGp: oxi-, meta e

cianometa em meio acido.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Extracao e purificacdo da HbGp

A hemoglobina extracelular em estudo é extraida do anelideo Glossoscolex
paulistus “minhoca” pertencente ao filo Anelidea, a classe Oligochaeta e a familia
Glossoscolecidae. As caracteristicas fisicas de cada espécime limitam-se a um
comprimento que varia de 280 a 305 mm, diametro de 10 a 11 mm e massa aproximada

de 15 g.

A HbGp foi preparada utilizando sangue fresco de minhocas da espécie
Glossoscolex paulistus, como reportado na literatura [27,28]. A hemoglobina foi extraida
anestesiando cada animal com éter dietilico por um periodo de 15 a 20 min. Foi feita
uma incisdo na parte superior do animal, numa regido préxima a cabeca para evitar as
enzimas digestivas, sendo o sangue coletado com uma Pipeta Pasteur até o
esgotamento do animal. E adicionado a hemolifa anticoagulante, Citrato de Sddio 0,1

mol/L, e mantida em gelo até o término da extracgao.

Posteriormente a esta etapa inicial a amostra estoque da oxi-HbGp é
centrifugada a 4 °C (5000 rpm por 15 min) para eliminar restos de células e residuos,

seguida por uma ultrafiltracdo (peso molecular de corte de 30 kDa) e ultracentrifugagéao
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em 250.000 g a 4 °C por 6 h. A proteina foi obtida em forma de (pellet), sedimentacéo
no fundo do tubo, sendo ressuspendida em um aliquota minima, em torno de 8 mL de
tamp&o Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 7,0, e armazenado a 4 °C na geladeira. Posteriormente
1 mL de sangue é purificada numa coluna de Sephadex G-200 equilibrada em tampao
Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 7,0. Este procedimento é realizado até que toda a hemolifa
ressuspendida seja filtrada. Todas as concentracdes foram determinadas
espectrofotometricamente utilizando os coeficientes de extingdo molar €415,m = 5,5 *
0,8 (mg / ml)* cm ™ para oxi-HbGp, €420nm = 4,8 + 0,6 (mg / ml)™* cm ™ para cianometa -

HbGp e €403nm = 4,1 +0,7 (mg/ ml)™* cm ™ para meta-HbGp [25,26].

3.2. Medidas de Ultracentrifugacdo Analitica - Velo cidade de Sedimentacdo

(SV)

3.2.1. Preparacdo das amostras da Oxi—HbGp, cianome ta-HbGp e

mondmero d

3.2.1.a — Oxi- HbGp

As amostras da hemoglobina na forma oxi foram preparadas em tampao Tris —
HCIl 100 mmol/L + 50 mmol/L NaCl, pH 7,0 e 10,0 a partir de um estoque concentrado
de proteina previamente purificado. Uma aliquota de proteina foi preparada na

concentracéo de 600 pg/mL, e dialisada separadamente por 48 h contra tampéao Tris —
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HCI 100 mmol/L + 50 mmol/L NaCl, pH 7,0 e 10,0. Neste intervalo de tempo o tampéao
de didlise foi substituido quatro vezes sendo a Ultima aliquota reservada para ser

utilizada como amostra de referéncia.

A partir dos estoques nos pH 7,0 e 10,0, foram realizadas as devidas diluicdes a
fim de preparar-se seis amostras, cujas concentragdes finais foram 100, 200 e 300

pHg/mL e volume de 1,5 mL, nos respectivos pHSs.

Apés a dialise os espectros de absorcao foram medidos para as trés amostras,

a fim de se ter um bom controle das respectivas concentragdes.

Um conjunto adicional de trés amostras nas mesmas concentracdes descritas
acima (100, 200 e 300 pg/mL) e no pH 10 foi preparado, no qual foi adicionado em cada
amostra 5 mM de B-mercaptoethanol. As proteinas utilizadas nestes experimentos
foram de tempos de estocagem diferentes, onde foram medidas amostra de 0, 6 e 12
meses de estocagem. Além disso, todos os experimentos foram realizados em

duplicata.

3.2.1.b — Cianometa—HbGp

Para preparar a cianometa-HbGp, primeiramente obteve-se a proteina no
estado oxidado, ou seja, na forma meta-HbGp [28]. A obtencdo da meta-HbGp é feita
por meio da oxidacdo da oxi-HbGp com a adicdo de ferricianeto de potéssio,

Ks[Fe(CN)s], na razdo de cinco vezes a concentragdo de heme. O excesso de
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ferricianeto de potassio € importante para assegurar que todos os atomos de ferros
sejam oxidados. Transcorrido 30 mim adiciona-se cianeto de potassio KCN, em uma
razao de cinco vezes a concentragdao do heme deixando interagir a mistura por 1 hora a
fim de se obter a cianometa-HbGp. O excesso de reagente é retirado através de didlise

por2ha?22°C.

Apbs o preparo da solucao estoque na forma cianometa, foi realizado o mesmo

procedimento para o preparo das solugdes na forma oxi.

3.2.1.c — HbGp (mon6mero d)

A partir de um estoque concentrado de proteina na forma oxi, foi preparado
uma solugcdo em tampao Tris-HC| 100 mmol/L, pH 10,7, de concentracdo e volume
finais de 6 mg/mL e 1000 pL, respectivamente. Posteriormente o pH da solucéo foi
verificado e ajustado para 9,3, e em seguida a amostra permaneceu em repouso por 24
h a temperatura constante de 22 °C. Depois de transcorrido este tempo a amostra foi
aplicada em uma coluna cromatografica de filtracdo em gel Sephadex G-200 de 100 cm
de comprimento e 1 cm de diametro equilibrada em tampéao Tris-HCI 100 mmol/L pH

7,0, sendo que o pH da amostra verificado antes da aplicagéo na coluna.

As fracoes coletadas foram posteriormente analisadas

espectrofotometricamente nos comprimentos de ondas 280 e 415 nm, a fim de
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identificar a espécie monomérica, através de uma andlise do cromatograma. Este
cromatograma € elaborado a partir dos dados da absorbancia coletado para cada

fragdo em funcgéo do volume.

A partir das fracdes obtidas da cromatografia de gel filtragdo juntou-se as
fracbes dos picos cromatograficos correspondentes a proteina na forma monomérica
em um tubo de ensaio; essa fracdo foi concentrada por filtracdo em uma centrifuga a
6000 rpm por 3 min. Apés o preparo da amostra, esta foi colocada para dialisar contra
tampéao tris-HCI 100 mmol/L + NaCl 50 mmol/L pH 7,0 e 10,0, durante 48 h. O tampéao
foi trocado 4 vezes durante este intervalo, sendo o Ultimo tampédo da dialise reservado

para ser utilizado como branco nas medidas de ultracentrifugacao analitica.

Apoés a didlise foram preparadas amostras em tampéao Tris-HCI pH 7,0 e 10,0
do mondmero nas concentragéo: 40, 80 e 130 pug/mL, e volume final de 600, 600 e 800
uL, respectivamente. Nestas medidas foi utilizada uma ultracentrifuga analitica da
Beckman Coulter, modelo XL-A. As medidas foram realizadas em corridas de 12 h e

monitoradas em dois comprimentos de onda, em 236 e 420 nm a 20 °C.
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3.3. Medidas de Fluorescéncia e espalhamento de luz

3.3.1. Preparagao das amostras nas formas oxi-, met a- e cianometa-HbGp
em diferentes valores de pH para medidas de fluores céncia e

espalhamento.

Foram preparadas diferentes amostras da oxi-HbGp de concentracéo
100 pg/mL em tampao misto acetato-fosfato 20 mM em diferentes valores de pH, a
partir de um estoque concentrado de proteina 10 mg/mL. Posteriormente foi acertado o
pH das amostras, pela adicdo de aliquotas de estoques diluidos de solucédo de HCI,
para uma faixa de pH de 4,0 a 7,0. Ap6s uma hora e meia interagindo a uma

temperatura de 25 °C, as medidas foram realizadas.

A proteina na forma oxidada (meta) foi preparada a partir de um estoque
concentrado de proteina na forma nativa, ou seja, oxi-HbGp por meio da adicdo do
agente oxidante ferricianeto de potassio, Ks[Fe(CN)¢], na razdo de cinco vezes a
concentracdo de heme. Posteriormente foi feita dialise do estoque concentrado de
meta para retirar o0 excesso de sal da amostra. A cianometa-HbGp é obtida de forma
semelhante a partir de um estoque da proteina na forma meta, ou seja, além da adicao
do ferricianeto de potassio é adicionado na mesma proporcao, 0 cianeto de potassio
KCN. Depois de interagir por alguns minutos o estoque € dialisado, para remover o

excesso de sal.
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As amostras na concentracdo mais baixa na qual é realizado as medidas, ou
seja, 100 pyg/mL para as formas, cianometa- e meta-HbGp, sdo obtidas através do

mesmo procedimento utilizado para a oxi-HbGp.

As medidas de espalhamento de luz e emissdo de fluorescéncia foram
realizadas em um fluorimetro modelo F4500 da HITACHI em uma cubeta de quartzo de
caminho éptico 1 cm, sendo todas as medidas realizadas a 22 °C. As medidas de
espalhamento de luz no fluorimetro foram feitas com ganhos de 400 e 700 V e fendas
de emissdo e excitacdo de 2,5 e 5,0nm, com excitacgio e emissdo no mMesmo
comprimento de onda de 350 nm. As medidas de emissdo de fluorescéncia foram
obtidas em 280 e 295 nm, sendo os espectros de emissdo monitorados na faixa de

290 — 450 nm e 305 — 450 nm, respectivamente.
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4. Técnicas de estudo

4.1. Ultracentrifugacao Analitica (AUC)

A técnica de ultracentrifugacao analitica, AUC, é uma ferramenta poderosa para
estudar o comportamento de macromoléculas bioldgicas, sendo atualmente bastante
utilizada no estudo de proteinas, carboidratos e polimeros [40]. Através desta técnica é
possivel determinar a massa molecular (MM) da macromolécula e obter informagdes
sobre a heterogeneidade do sistema em relacdo a sua MM, ou seja, de quantas
subunidades o sistema é formado e qual a proporgéo entre elas [41]. Esta técnica pode
também ajudar a determinar se a macromolécula forma agregados e se estes sao

reversiveis ou irreversiveis [42].

Esta técnica € uma ferramenta importante em muitas areas tradicionais da
bioguimica, polimeros sintéticos, biologia molecular, interagbes de proteina, como
também tem sido empregada em outras areas, mais recentemente, como, a quimica
supramolecular, a caracterizagdo de nanoparticulas e biomateriais [43], e no

desenvolvimento de condi¢des para aprimoramento da industria farmacéutica [40].

Na ultima década tem aumentando o potencial computacional de analise de

dados, em especial, a analise matemética detalhada da sedimentagdo tem gerado um
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ressurgimento no interesse por esta técnica e no desenvolvimento de novas aplicagbes

[44].

Embora, a ultracentrifugacéo analitica AUC desempenhou um papel notavel na
histéria da caracterizacdo de proteinas e complexos, esta metodologia sofreu um
declinio por muitos anos, em grande parte devido a falta de novos instrumentos
modernos que facilitem a coleta de dados [45]. Felizmente, este problema foi
solucionado nas ultimas décadas, com o avanco da informatica, sendo que esta técnica
foi transformada pela combinacéo de novos e importantes “softwares” computacionais
para a analise de dados, permitindo o uso de novas abordagens para a determinagéo
dos coeficientes de sedimentacdo e deconvolucdo dos dados experimentais, entre
outros [40]. Esta técnica é considerada uma técnica absoluta por ndo requerer a

calibracdo no processo de andlise, o que elimina erros oriundos deste tipo de

procedimento analitico.

A técnica de ultracentrifugacéo analitica foi proposta e usada pela primeira vez
por Svedberg, onde foi aplicada para demonstrar a homogeneidade de sistemas de

elevada massa molecular, provando assim a existéncia das macromoléculas [ 46,47].

Uma particula em solugdo estd em constante movimento aleatério que é
chamado de movimento Browniano [47]. A energia cinética envolvida nos “encontros
Brownianos” entre particulas origina dois tipos de movimentos caracteristicos das
moléculas em solugédo: a difuséo translacional e a difusdo rotacional que representam o

movimento das particulas na solucdo e a rotacdo da particula em torno do seu proprio
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eixo, respectivamente. A forga cinética da particula em solugdo encontra uma forca de
resisténcia chamada de Forca friccional (Ff) que depende da sua velocidade e de uma
constante relacionada a sua forma e tamanho: o coeficiente friccional (f) sendo que

este parametro depende da viscosidade da solucao [40,48].

Na auséncia de uma forca externa e se a massa (m) da particula for desprezivel
para sedimentar pela acdo da gravidade, as duas forgas vetoriais se anulam resultando
num movimento aleatério denominado de difusdo. O coeficiente de difusdo (D)
quantifica a velocidade da particula no meio, considerando uma area em funcdo do

tempo [40,49].

Segundo Einstein, o D esta relacionado a temperatura absoluta (T), a constante
dos gases (R), ao numero de Avogrado (Na,), a constante de Boltzmann (ky,) e é

inversamente proporcional ao f pela seguinte equacéo (01) [49]:

_RT _ kT
N, f f

D
(Equacéo 01)

Desta forma, particulas alongadas ou volumosas apresentam maior resisténcia
a sedimentacao devido que as mesmas apresentam maior friccdo ou atrito no sistema e
por isso caracterizam-se por um D menor do que particulas compactas ou esféricas
[40,49]. O D pode ser facilmente medido experimentalmente a partir da técnica de
espalhamento dindmico de luz, DLS. O coeficiente friccional f de uma particula esta
relacionado ao seu raio hidrodindamico Ry (ou Raio de Stokes) e a viscosidade da

solugcéo n por meio da equacéo de Stokes, equacao 02:



53

f= 6”’7RH (Equacéo 02)

Partindo da premissa que uma dada particula seja esférica e compacta, e que
esta simetria sofre a menor friccdo de todas as formas possiveis, e consequentemente
tem um maior coeficiente de difusdo, podemos determinar o coeficiente friccional que €
representado como fo. O fo pode ser calculado pela substituicdo do Ry na equacgéo 02
pelo raio de uma esfera compacta e lisa (Ro) que pode ser estimado pela equacéo (03)
[40].

1

R, = 3MV .. «

AN ny (Equacéo 03)

onde, Vpar € 0 volume parcial especifico de uma particula. Entretanto, na
pratica, as macromoléculas em solucdo séo solvatadas e dindmicas (tem movimento) e
nao sao esféricas. Assim, a massa M determinada usando técnicas tais como a
cromatografia de exclusdo molecular e o DLS estéo relacionados ao Ry da particula
através da equacao 03 que é uma indicacdo do tamanho “aparente” dessa proteina
dindmica solvatada. Uma proteina monomerica, porém assimétrica, apresentara um Ry
superior ao calculado para a mesma proteina globular e pode erroneamente sugerir, em
alguns casos, que ela seria um dimero aparente [40,49,50]. Conhecendo-se o f
experimental de uma particula, € possivel avaliar se ela € uma particula esférica ou
globular através da razdo do f pelo fo conhecido como razéo friccional (f/fo). O flfo

pode ser calculado indiretamente usando o Ry através da equacéo 04 [51]:
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Particulas com formatos diferentes ao de uma esfera compacta e lisa
(particulas oblatas, prolatas, etc), considerando uma relagdo do tipo comprimento a
versus altura b, a/b, mas de mesma MM, apresentardo um f/fo maior do que 1. Por
outro lado, uma proteina globular apresentara o valor de f/fo proximo a 1. Desta forma,
a determinacdo do f/fo € uma importante ferramenta para o estudo da simetria e da

estrutura de proteinas por técnicas hidrodindmicas [40, 42; 47].

Sendo conhecidos alguns dos parametros importantes comuns a particulas em
solucdo podemos avaliar as forcas que atuam em uma dada particula de MM, quando
exposta a um campo de forga centrifuga alto. A Figura 09 mostra trés forcas que atuam
em uma particula de massa M em solucdo. A for¢ca centripeta, F., € uma forca que
favorece a sedimentagdo sendo proporcional a velocidade angular (w). Duas outras
forcas opostas a esta forga atuam no sistema, a forca de empuxo Femp, que depende
apenas do volume parcial especifico Vpsr € da densidade da particula (p) e a forca
friccional F¢ que esta estritamente relacionada ao formato da particula [ 42,47], e

depende da velocidade da particula e do coeficiente friccional.
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Figura 9: Forgcas que atual em uma particula em solugdo. F; - Forca friccional, F, — Forca
centripeta e Fgnp, — Forca de empuxo.

Quando em um sistema a velocidade angular, w, é constante as for¢as que
atuam no sistema se anulam (F. + Femp + Fr = 0) e a velocidade de sedimentacao da

particula pode ser definida pela equacgéo 5 [52].

. [anrm(l—Vbar ,o)J
f

(Equacéo 05)

Como a massa de uma particula € (m = M/Na), podemos reorganizar a
equacao acima em fungao de v, w e r a fim de chegarmos a equacao de Svedberg,

equacao 6 [40,52].
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(Equacéo 06)

Onde, v/iw’r = s é comumente conhecido como coeficiente de sedimentac&o.
Portanto, a partir de experimentos de ultracentrifugacdo analitica podemos obter
parametros de particulas, tais como s, D e f. Os fatores complicadores na anélise de
dados de AUC séo a polidispersidade de espécies ou a possivel presenca de mais de

uma espécie em solucéo nas condi¢des estudadas [52].

A partir das equacbes 1 e 6 podemos obter uma equacdo que relaciona os
parametros s, D e M, como a equacao 7, conhecida como a equacao de Svedberg-

Einstein.

M = SRT
D(l_vbar 10)

(Equacéo 07)

Como podemos observar na equacdo 07, por meio da técnica de
ultracentrifugacdo analitica é possivel determinar valores precisos de massa de
macromoléculas, pois ha uma relacdo direta entre este parametro e o s (coeficiente de
sedimentacdo) e a massa molecular da particula [40]. Aléem disso, também é possivel
obter informacBes importantes sobre a forma e a simetria das proteinas em solucéo

atraveés da razao friccional f/fo.

Atualmente existem basicamente dois tipos principais de metodologias

utiizadas na ultracentrifugacdo analitica: velocidade de sedimentacdo SV e
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sedimentacdo em equilibrio SE. O meétodo de SV baseia-se na sedimentacao
controlada de macroparticulas por meio do uso de altas velocidades, enquanto que a
SE esta fundamentada em principios termodinamicos, sendo a mesma sensivel a MM
da particula e ndo a forma da macromolécula. Por este motivo o emprego de, SE, torna
possivel obter informacdo da massa da proteina, independente da forma da particula
estudada. Normalmente quando uma amostra tem elevada heterogeneidade com
espécies com coeficientes de sedimentacdo muito proximos, a analise dos dados de SV
torna-se um trabalho bastante arduo. No entanto, existem metodologias desenvolvidas

recentemente e que permitem uma boa avaliacao destes casos [40,44, 45].

Na ultracentrifugacéo analitica o método de velocidade de sedimentacao (SV) e
sedimentacdo (SE) utiliza um sistema Optico, que permite 0 acompanhamento da
evolucdo dos gradientes de concentracdo das macromoléculas na solugdo causada
pela aplicacdo de uma forca gravitacional [44]. A sedimentacdo, ou melhor, o
deslocamento da proteina durante o processo é analisado por meio de medida de
absorbancia ou de indices de refragdo, em comprimentos de ondas especificos em
funcé@o do tempo [40]. A aplicacdo de uma forca centrifuga provoca o esgotamento das

macromoléculas no menisco e a formacdo de uma concentracdo que se move para o

limite inferior de posicdo da amostra como mostra a (Figura 10).
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Figura 10: Grafico do perfil da concentracéo versus tempo e distancia radial.

Os comprimentos de onda mais comuns nas analises sdo na regido que as
ligacbes peptidicas absorvem (210 - 230 nm), em 280nm para os residuos dos
aminoacidos aromaticos e na regido da banda de Soret para hemoproteinas entre 403 a
420 nm. A medida que a proteina sedimenta a fronteira entre as partes que contém
proteina e a parte que contém apenas solvente migra em direcdo ao fundo da coluna,
provocando uma variacdo na concentracdo da amostra. Esta diferenca de concentracéo

em funcéo do tempo é registrada como uma diferenca de absorcao (Figura 10).

E possivel obter informacdes quantitativas utilizando programas computacionais
especificos como, por exemplo, o SEDFIT [53] sobre a forma da particula através da

relacdo entre o coeficiente de sedimentacéo, s, Figura 06, o coeficiente de difuséo, D, e
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o coeficiente friccional, f. Informacdes sobre a termodinamica de um sistema
associativo também podem ser obtidas uma vez que é possivel avaliar a estequiometria
e a constante de equilibrio, envolvidas no processo. Além disso, estas informacdes
podem ser obtidas em funcdo de alteragbes provocadas no meio, por exemplo,
alterando o pH, a temperatura, adicionando diferentes ligantes, etc. Varias revisdes
detalhadas foram produzidas e estéo disponiveis [40,42,47,53]. Desta forma, a AUC foi

bastante Gtil na determinacdo da MM da HbGp e também de suas subunidades.

Os dados de ultracentrifugacdo analitica sado medidos em perfis de
concentracdo na dire¢cdo radial como uma funcdo do tempo, (Figura 10). Assim,
conceitualmente a determinacdo mais simples do coeficiente de sedimentagcédo de uma
macromolécula é baseada na formacdo de uma fronteira de sedimentacdo em um
campo centrifugo alto, onde o valor s pode ser determinado, por exemplo, como o
deslocamento médio da fronteira de sedimentacdo, (Figura 10) [38]. No entanto, este
método € principalmente de relevancia historica, pois o surgimento de técnicas

modernas computacionais permitiram muitas abordagens, tais como a modelagem de

dados por meio da equacéo 08 (a equacao de Lamm) [ 49, 54 - 57]:

oxrt) _19 {r M) s vrn)
. D ,

ror or } Equacéo 08

A Equacdo 8 descreve a variagdo da concentragdo de espécies
macromoléculas como uma funcdo do tempo e da posicdo radial sob a influéncia da

sedimentacao e da difusdo na célula. A migracao e difusdo de uma solucédo diluida de
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particulas monodispersas com concentracdo x (r, t) em um setor da célula sobre a
influéncia do campo centrifugo gerada em um rotor com velocidade angular w. s e D
sdo os coeficientes de sedimentacdo e difusdo da particula, respectivamente [49,54].
Eles sao fortemente dependentes da massa molar, e estédo relacionados pela equacao
de Svedberg, equacdo 07. A sedimentacdo em equilibrio esta baseada na equacédo de
Lamm, onde por meio deste método € possivel determinar a massa molecular de
macromoléculas com grande exatiddo, pois os efeitos de forma ndo atuam nesta

metodologia [40].

4.2. Tratamento dos dados de Ultracentrifugacdo a  nalitica

Recentemente métodos matematicos para resolver a equacdo 08 foram
descritos e incorporados no programa computacional SEDFIT, versao 9.4 [40,57].
Diferentes formas de estimar a relagcdo entre os coeficientes de sedimentacdo s e de
difusdo, D, para misturas de proteinas globulares estdo disponiveis neste programa de
analise. O modelo mais comum tem como base o peso médio das particulas em
solucdo, onde o fator de forma a, razao friccional f/fo, pode ser extraida dos dados
experimentais. A conversao das curvas de distribuicdo c (s) em uma distribuicdo c(M)
para calculos da massa molar, M, é possivel. Para 0s casos em que a massa molar das
principais espécies é conhecida, este parametro pode ser utilizado como um
conhecimento prévio para o célculo de c (s), sendo um parametro de normalizagcdo dos

calculos [40].
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A andlise de velocidade de sedimentacdo, SV de particulas com distribuicdes
continuas é complicada pelo fato que exige o conhecimento de pelo menos duas
dependéncias funcionais. O ajuste da ¢ (M) parametros de entrada como o coeficiente
de sedimentacao s, ou, de forma equivalente, o coeficiente de difusdo D, portanto o
tratamento de dados pelo SEDFIT versdo 9.4 requer um conhecimento prévio de

algumas propriedades hidrodinamicas determinadas de forma independente [49].

O software SEDFIT (versdo 9.4) foi utilizado para ajustar os dados de
ultracentrifugacdo analitica. Este software trabalha a equacdo de Lamm modelando-a
para discriminar a propagacao da sedimentacéo na fronteira de difusdo [49,57]. Este
programa usa um valor fixo de coeficiente de difusdo D, sendo que este parametro foi
estimado pela técnica de espalhamento dinamico de luz DLS de forma independente e

com alta resolucéo.

Uma propriedade importante intrinseca da HbGp que deve ser definida (ou
estimada) é o volume parcial especifico, Vpsr que € o inverso da densidade das
particulas. Normalmente Vp, pode ser estimado pela sequéncia de aminoacidos. No
entanto, a estrutura primaria para todas as subunidades da HbGp ndo é conhecida e,
portanto, a estimativa do Vp, baseada na sequéncia de aminoacidos nao é possivel.
Além disso, a estrutura oligomérica da HbGp € bastante complexa o que pode induzir
erros na estimativa do Vp, a partir de sua sequéncia de aminoacidos [58]. Este
procedimento de estimar Vyp, pela sequéncia de aminoacidos foi realizado apenas para

o monbémero d, pois é a Unica subunidade cuja sequéncia de aminoacidos é conhecida.
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Assim, a propriedade Vy, para a HbGp foi estimada utilizando o software
SEDFIT. Este programa pode fornecer um valor de Vp,, cOmo um fator de regularizacao
na rotina de célculo. Assim, primeiramente foi realizado um tratamento independente
para estimar 0 Vy, da proteina. Depois que 0 Vpq foi estimado, o software SEDFIT foi
utilizado para calcular os coeficientes de sedimentacédo pelas distribuicdes continuas (c
(s)) e para avaliar a razéo friccional, f/fo, que é o parametro importante no processo de
regularizacao e no entendimento da forma das particulas [49,57]. Os valores de s foram
determinados como os valores maximos dos picos das curvas de c (s), onde f/fy foi
permitida flutuar, ou seja, ficou livre, de modo que este parametro foi um fator de
regularizacao (parametro ajustavel) das curvas c (s). O valor final de s é uma média
entre os trés conjuntos de dados obtidos experimentalmente, ou seja, para as trés
concentracfbes de proteinas estudadas. A andlise das distribuigcbes c (s) foi realizada
assumindo a possibilidade da presenca de vérias espécies coexistente na solugdo em

equilibrio com diferentes coeficientes de sedimentacgéo.

No tratamento dos dados da c(s) da HbGp foi observado um Unico pico, ou seja
um unico valor de s* (experimental), para todos os dados analisados. Tratamentos
adicionais foram feitos, assumindo a existéncia de uma Unica espécie, ou seja, foi
utilizado um modelo discreto. Neste caso, o0 coeficiente de sedimentacéo, f/fp, e a
massa da proteina foram os parametros flutuantes no ajuste. O SEDFIT foi utilizado
para estimar a MM da proteina, onde a mesma foi determinada como o valor maximo
dos picos das curvas de ¢ (M). Para calcular as curvas c (M), dois procedimentos foram

utilizados: primeiramente o coeficiente de difusdo D foi permitido a flutuar, sendo o
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parametro de regularizagéo do processo, e em um segundo tratamento a razéo f/fy foi o

parametro variavel [42,49,57].

O processo de andlise descrito acima foi realizado para as amostras de baixa
heterogeneidade, ou seja, oxi- e cianometa-HbGp no pH 7,0. Procedimento
semelhante foi realizado para o monémero d, em ambos os valores de pH, pois esta

amostra é obtida por gel sendo filtracdo bastante pura e com alta homogeneidade.

No entanto, o processo de analise para as amostras de HbGp em pH 10 difere
do descrito acima. Em meio alcalino ha perda da estrutura oligomérica da proteina
devido a dissociacdo da macroproteina em subunidades menores. Com isso Varias
espécies coexistem em solucdo, tornando as amostras bastante complexas e o
processo de analise mais dificil. O procedimento mais viavel encontrado para o
tratamento destes dados foi 0 uso de um modelo, no qual pudessem ser introduzidos
varios parametros conhecidos que eram mantidos fixos, a fim de simplificar e melhorar

0S ajustes.

Na analise das curvas de c(s) a analise dos dados foi realizada como descrito
acima, onde as propriedades do mondémero, Vpa (0,733 g/mL) e intervalo de coeficiente
de sedimentacao na faixa de 1 a 3 S, foram fixados nos ajuste. Esta faixa de coeficiente
de sedimentacdo foi escolhida de tal modo que, o s* da espécie monomeérica na mistura
fosse 0 mesmo determinado anteriormente para as amostras de monémero puro. A

razao friccional foi um parametro de regularizacdo do processo.
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Os ajustes das curvas de c(M) nao foram possiveis para as amostras de
proteina (oxi- e cianometa-HbGp) em pH 10, sendo realizados apenas para as amostras
de monbémero d. Isto se deve em parte ao fato de néo existir nenhum modelo adequado
no software, onde por exemplo, pudéssemos fixar as propriedades da espécie

conhecida, monémero d, como foi realizado no tratamento das curvas de c(s).

Esta dificuldade praticamente inviabilizou a determinagcdo da massa molecular
das subunidades presentes nas solugdes de proteinas nestas condi¢cfes, pois embora
o coeficiente de sedimentacdo das espécies fosse conhecido, o coeficiente de difusdo

nao era. Desta forma, néo foi possivel prever a massa das espécies pela razao s/D.

A partir dos dados experimentais obtém-se o coeficiente de sedimentacgéo
experimental s*. No entanto na andlise deste parametro devemos converter através do

software SEDNTERP o s* em s,,,w correspondente meio aquoso a 20 °C. Quando

devidamente corrigido, o coeficiente de sedimentacdo € um parametro extremamente

valioso para caracterizar mudancas no tamanho ou forma de uma macromolécula.

As contribuicbes do solvente para o s sdo facilmente contabilizadas,

convertendo o s* em s,,,w (coeficiente de sedimentagdo observado em &gua a 20 °C).
Quando extrapolamos os valores de s,,,w, para uma condi¢do, na qual ndo é

observado efeito da concentracdo sobre este parametro, ou seja, para a concentracao

zero da macromolécula em estudo, obtém-se o s>,w que € uma propriedade

intrinseca da dada macromolécula em estudo. Alteragdes na s3,,w por diferentes
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condi¢cbes experimentais tais como, temperatura, pH, a adicdo de ligantes. O valor de,

Soy,W isolado ndo pode ser usado para determinar a forma de uma molécula.

Avancos na instrumentacdo, juntamente com 0S progressos nas analises de
dados de velocidade de sedimentacao, tornaram esta técnica uma ferramenta poderosa
para detectar e caracterizar os efeitos sutis de pequenas moléculas ligadas a estrutura
macromolecular. Trabalhos recentes sugerem que a analise de velocidade de
sedimentacdo sera uma poderosa ferramenta para a analise de misturas de

macromoléculas.

4.3. Determinacédo independente do V 5 de proteinas por densitometria

O volume especifico, Vpa, € um parametro fundamental para a analise
quantitativa de dados experimentais de ultracentrifugacdo analitica, AUC. Por esta
razdo, um experimento adicional foi realizado com o objetivo de obter um valor de Vpq
independente dos experimentos de AUC. Amostras de oxi-HbGp em concentracao
variavel de proteina na faixa de 0,5 a 4,0 mg/mL foram preparadas no mesmo solvente,
utilizado nos experimentos de AUC, ou seja, 100 mM Tris - HCI e 50 mM, NaCl no pH
7,0. As densidades das solugBes de proteina e do solvente foram medidas a 20,0 £ 0,1
°C em um densitdmetro (DMA - 4500, Anton Paar, Graz, Austria), na Central Analitica

do Instituto de Quimica da UNICAMP.
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A precisdo da medicéo foi de + 1 x 10™ g/mL. O Vya pode ser calculado a partir
da equacao 09 [58,59], onde dp/dc é o incremento de densidade com a concentracao,
que pode ser obtido a partir da inclinacdo do gréfico da densidade versus concentracao,

e po € a densidade do solvente (g/mL).

1-dp/dc
Po

Vbar =
(Equacéo 09)

4.4. Fluorescéncia

A luminescéncia molecular é formalmente dividida em fluorescéncia e
fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado envolvido no processo. Se
o estado excitado envolvido é singleto, onde o spin do elétron no orbital excitado
mantém sua orientac@o original, tem-se a fluorescéncia Figura 11. Por outro lado, na
fosforescéncia, a orientacdo do elétron que foi promovido ao estado excitado é invertida

(estado excitado tripleto, T,) [ 60].

A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica bastante util no estudo de
moléculas bioldgicas. As modificacbes na estrutura tridimensional de uma proteina,
como processo de deshaturagdo, supressao e interacdo com pequenas moléculas e

com o meio, podem ser avaliadas através desta técnica.
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A emissédo de fluorescéncia ocorre quando uma dada molécula é excitada, por
meio da absorcdo de fotons, seguida por emissdo de luz em comprimento de onda
maior, ou seja, a energia emitida pelas moléculas na forma de fluorescéncia é menor
que a energia envolvida no processo de absor¢cdo. Como o tempo de vida da molécula
no estado excitado é relativamente longo 10° s, parte da energia absorvida é
transferida para o meio, ou suprimida por varios fendmenos a fluorescéncia, tais como:

movimentos vibracionais, rotacionais, etc [60].
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Figura 11: Diagrama de Jablonsk. (1) Absor¢cdo de radiagdo (So = S;), (2) Emisséo de
fluorescéncia (S; = Sp), (3) Conversdo interna e relaxagdo vibracional (S; = So), (4)
Cruzamento intersistemas (S; = T,), (5) Emisséo de fosforescéncia (T, = So) [61].
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Embora muitas moléculas interajam com a radiacdo eletromagnética,
absorvendo luz, poucas moléculas na natureza, apresentam fluorescéncia. Quando a
diferenca de energia entre S; (primeiro estado Singlete excitado) e Sy (estado
fundamental) ndo for muito grande e existir possibilidade de sobreposicdo de niveis
vibracionais, a molécula pode ser levada ao estado fundamental, Sy, por relaxamento
vibracional sem emisséo de radiacdo eletromagnética. No entanto, quando a diferenca
energética entre S; e Sp for relativamente grande, a desativacdo para o estado

fundamental ocorrera com emisséo de radiacdo na forma de fluorescéncia [60,61].

Os processos de desativacdo radiativos ou nao radiativos dependem nao
somente da sua probabilidade relacionada com o coeficiente de Einstein para emissao
espontanea, controlada pelas regras de sele¢cdo, mas também das diferencas de
energias entre os estados e da cinética dos processos, através dos valores relativos

das constantes de velocidade[61].

Para que ocorra a fluorescéncia, uma molécula precisa ter a estrutura
apropriada e estar em um meio que favoreca a desativacao radiativa S; = Sp. Esses
dois fatores sdo criticos na determinacdo da magnitude da eficiéncia quantica de
fluorescéncia de uma substancia. A eficiéncia quantica de fluorescéncia (ou rendimento
guantico) de uma substadncia é a razdo entre o numero de fétons emitidos por
fluorescéncia e o niumero de fotons absorvidos. Uma molécula sera significativamente

fluorescente se sua eficiéncia quantica tiver magnitude consideravel entre 0,1 e 1 [61].
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7

A espectroscopia de fluorescéncia € uma excelente técnica para monitorar
processos de dissociacdo e desnaturacdo de proteinas. Em geral, a fluorescéncia das
proteinas € do tipo, intrinseca, ou seja, € associada aos, aminoacidos aromaticos, que

fazem parte de sua constituicdo e sao responsaveis pela emisséo de fluorescéncia.

Os trés aminoacidos aromaticos presentes s&o0 responsaveis 0s pela
fluorescéncia das proteinas: triptofano, tirosina e fenilalanina. O estudo da emisséo de
fluorescéncia do triptofano é o mais utilizado em biofisica molecular, principalmente em
estudos relacionados com mudancas conformacionais locais de proteinas. Isto se deve
em parte pelo fato do triptofano ser bastante sensivel ao ambiente ao qual ele esta
exposto, apresentando diferentes caracteristicas fluorescentes, que sdo dependentes
do grau de exposicao ao solvente hidrofilico ou regides hidrofobicas da proteina. Além
disso, este aminoacido apresenta um bom rendimento quantico, quando comparado
aos outros dois. Proteinas na presenca de ligantes podem sofrer mudancgas na regiao

dos triptofanos que podem ser monitoradas pela técnica de fluorescéncia [61].

Segundo o modelo do mondémero d da HbGp, proposto por Cabral e
colaboradores [62], pelo menos um dos trés triptofanos, que sao o0s residuos
responsaveis pela fluorescéncia das cadeias globinicas, esta praticamente mergulhado
no bolséo do heme. As condigbes do meio que geram a solvatagéo dos triptofanos das
cadeias polipeptidicas devem representar condigbes proximas daquelas que
correspondem a uma acessibilidade mais efetiva do solvente aquoso em relagdo ao
bolséo, a priori, hidrofébico do heme. Assim, com as medidas de fluorescéncia pode-se

acompanhar os processos de dissociacdo da HbGp em funcdo do pH. As medidas de
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fluorescéncia estética neste trabalho foram realizadas em espectrofluorimetro Hitachi

F4500.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados de ultracentrifugacdo analitica (AU  C)

5.1.1. Estudos em pH 7,0 das formas oxi e cianometa -HbGp

A Figura 12 mostra os dados obtidos na ultracentrifugacdo analitica €
apresentado, mostrando a absorbancia versus a distancia radial, raio, para oxi-HbGp
100 pg/mL. A figura mostra também um exemplo da andlise dos dados de velocidade
de sedimentagdo para HbGp a 20 °C pelo software SEDFIT, onde o perfil dos residuos,

obtido do ajuste € mostrado na parte inferior.

A partir da figura e da distribuicdo de residuos pode-se inferir que o método
utilizado no ajuste dos dados é muito bom, pois hd uma sobreposicdo das curvas
experimentais e ajustadas pelo software SEDFIT, além de que uma boa distribuicdo

residual é observada.
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Figura 12: Dados parciais de velocidade de sedimentacdo mostrando o ajuste utilizando o
SEDFIT. (A) Curvas da Absorbancia em 232 nm versus o raio da célula, para oxi-HbGp
100 pg/mL em tampao Tris-HCI 100 mmol/L, 50 mmol/L de NaCl, pH 7,0. O experimento foi
realizado a 20°C e 8.000 rpm (rotor NA-60 Ti ). As linhas representam o ajuste feito no
programa SEDFIT e os quadrados representam o dado experimental. (B) Residuos fornecidos
pelo software SEDFIT mostrando a qualidade do ajuste.

As Figuras 13 e 14 mostram as distribuicbes, ¢ (s), dos coeficientes de
sedimentacdo para trés concentracdes de hemoglobina e para os dois estados de

oxidacdo do heme foram estudados. Elas apresentam um Unico pico, indicando uma
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alta homogeneidade do sistema. E importante salientar que a distribuicdo ¢ (s) obtida
exclusivamente pelo SEDFIT ndo € um bom indicador da homogeneidade do sistema.
Estes ajustes foram realizados a partir da fixagdo do Vpsr 0,755 mL/g determinado pelo

software SEDFIT, onde arazao f/f, foi o parametro de regularizacéo dos ajustes.

Este valor de Vpa € consistente com os dados da literatura da hemoglobina de
L. terrestris: 0,738 mL/g [63] e 0,740 mL/g [64]. Na determinacdo anterior da massa
molecular da HbGp, uma valor te6rico de 0,729 mL/g foi utilizado sem uma explicagdo

detalhada desta escolha [11].

Contudo, nas distribuicdes foi observado um Unico pico para a grande maioria
das amostras analisadas, onde 14 das 18 curvas analisadas apresentaram
contribuicdo de uma Unica espécie, tanto através da distribuicdo pela c (s) quanto para
0s ajustes baseados no modelo de uma Unica espécie discreta. Visto que foi trabalhada
com trés concentracdes de proteina e em dois comprimentos de onda, e 0 experimento
foi realizado em duplicada, entdo para cada forma, oxi- e cianometa-HbGp foram
obtidos 18 conjuntos de dados. Além disso, essa homogeneidade € coerente com a alta
estabilidade da proteina em pH 7,0, como observado em espalhamento de raios-X a
baixo angulo (SAXS) e dos resultados de DLS [22,64,65]. Variando a concentracao de
proteina no intervalo de 0,1 a 5 mg/mL nos estudos de DLS a dimensédo da proteina
(diametro hidrodinamico) manteve-se inalterada, sugerindo um oligbmero estavel em pH

7,0 nessa faixa de concentracao.
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Oxi-HbGp
1.0
—1+— 50 pg/mL
1 —@— 100 pg/mL
08 —%—200 pg/mL

c(S)

coeficiente de sedimetnacéo [S]

Figura 13: Distribuicdo continua dos coeficientes de sedimentacdo da oxi-HbGp, para trés
concentracdes distintas 50, 100 e 200 pg/mL em 100 mmol/L Tris-HCI pH 7,0, 50 mmol/L NaCl.
O s aparente para cada concentracdo foi determinado como o valor maximo dos picos das
curvas de c(s).

Os valores de s* obtidos nos ajustes das curvas da c(s) foram corrigidos para
condicBes padrdo (agua e 20 °C), e por regresséao linear foi realizada a extrapolacéio,

para condi¢cdes de concentracdo infinitamente diluida, ou seja, proximo de 0 mg/mL de
proteina, a fim de determinar os valores de sJ,w. Os valores de s;,w para a oxi-
HbGp e cianometa-HbGp no menor tempo de estocagem foram de 58,0 + 0,6 e 59,8 +
0,1 S, respectivamente. Para os outros tempos de estocagem os valores de s2,,w ndo

foram muito diferentes destes valores, indicando alta estabilidade a auto-oxidagdo com

o tempo de estocagem.
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O erro mostrado nos resultados corresponde, a uma média de 18 pontos dos
dados experimentais para ambas as formas estudadas, ou seja, oxi- e cianometa-
HbGp. O valor de s foi obtido a partir do programa SEDFIT usando o valor mencionado
acima do Vpsy € 0s valores de viscosidade e densidade estimados pelo programa

SEDNTERP.

ciano-meta-HbGp

1.0
—+— 50 pg/mL
1 —@— 100 pg/mL
08 ——200 pg/mL A

coeficiente de sedimentacéo [S]

Figura 14: Distribuicdo continua dos coeficientes de sedimentacdo da cianometa-HbGp, para
trés concentracdes distintas 50, 100 e 200 pg/mL em 100 mmol/L Tris-HCI pH 7,0, 50 mmol/L
NaCl. O s aparente para cada concentracao foi determinado como o valor maximo dos picos
das curvas de c (s).
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Na Figura 15, as distribuicdes da ¢ (M) sdao mostradas para as duas formas de
HbGp em uma Unica concentracdo de proteina de 100 pg/mL. Pode-se observar que a
MM da cianometa-HbGp € um pouco mais elevada do que a da oxi-HbGp. Os
parametros obtidos em nossos experimentos sdo mostrados na Tabela 1. Estes
parametros foram obtidos a partir do ajuste pelo programa SEDFIT dos dados
experimentais [66], para os distribuicbes da c (s) e ¢ (M) e para os dois estados de
oxidacdo da HbGp, ou seja, para cianometa- e oxi-HbGp em funcdo do tempo de
armazenamento da proteina. Os dados da razéo friccional reportados na (Tabela 1)
sugerem que a cianometa-HbGp e a oxi-HbGp, apresentam formas similares, onde este
parametro permanece praticamente constante em funcao do tempo de estocagem. Esta
observacédo esta de acordo com trabalhos anteriores sobre a auto-oxidacdo da HbGp

[27,28].
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Figura 15: Distribuicdo continua de massa molecular da HbGp nas formas oxi e cianometa. A
figura mostra as curvas de c (M) para HbGp na concentracdo de 100 pg/mL em 100 mmol/L
Tris-HCI pH 7,0, 50 mmol/L NaCl. A massa molecular para cada forma foi determinada como o
valor maximo dos picos das curvas da ¢ (M).

Na Tabela 1 os valores de sj,wforam obtidos por regressdo linear como
mostra a (Figura 16) utilizando todos os valores da s,,,w , obtidos em diferentes tempos
de armazenamento para oxi- e cianometa-HbGp sendo de 58,1 £ 0,2 e 59,6 £+ 0,2 S,
respectivamente. A partir dos valores de s3,,w foi calculada a massa molecular para as

duas formas de proteina pela razédo s/D, Equacédo 07, onde para oxi- e cianometa-HbGp

obteve-se 3600 = 100 e 3700 + 100 kDa, respectivamente Tabela 2.
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Tabela 1: Resumo das analises de AUC da HbGp nas formas oxi e cianometa em 236
nm e 20,0 +0,1 °C.

Tempo de M pela
HbGp estocagem Soow (S) razao s{D M ?Eg;ﬁw flfo
(meses) (kDa)
0 58,0+ 0,6 3620 £120 3500+ 100 1,41+0,05
_ 6 58,5+0,1 3650 £120 3600 £ 100 1,36 +0,04
oxXi
12 58,0+0,2 3620+130 3500+100 1,29+0,03
0 598+0,1 3730+130 3600+100 1,30+0,05
6 599+0,1 3740+130 3600+100 1,31+0,05
cianometa
12 59,3+0,1 3690+160 3700+100 1,33+0,05

* M calculada a partir da equac&o (07) com os seguintes valores: D%g,w = 1,62x10” cm?/seg e
1,64x10" cm?/seg para as formas oxi e cianometa-meta, respectivamente (ver na Tabela 2);
Vpar = 0,755 mL/g; p =1,00316 g / mL.

** O valor representa uma média dos maximos dos picos oriundos de ajustes de distribui¢cdes ¢
(M) como mostra a Figura 15.

Os valores de massa obtidos pela distribuicdo da ¢ (M) e mostrados na
Tabela 2 correspondem aos valores médios para os dados apresentados na Tabela 1.
Para comparacgédo, os valores esperados de massa obtidos a partir da analise através

de MALDI-TOF-MS [16] foram incluidos na Tabela 2.
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Tabela 2: Dados hidrodinamicos experimentais e preditos para oxi e cianometa-HbGp.

OXi cianometa
M (kDa) 3560° - -
s%0w (S) 75,2" 58,1 + 0,2° 59,6 + 0,2°
D%0.w (10 'cm?/seq) 2,1° 1,62 + 0,01¢ 1,64 + 0,01°
M pela c¢(M) (kDa) ® - 3500 + 100 3600 + 100
M pela razéo s/D (kDa) ' - 3630 =120 3720 + 140
1,35 + 0,06° 1,31 + 0,05°
fifo 1,0°
1,30 + 0,019 1,27 + 0,019
135+ 1¢ 134 + 1¢
Rs (A) 102°
132 +1°¢ 129 + 19

& Estimativa baseada na estequiometria 12(abcd)sLs, considerando a M das subunidades
determinada por espectrometria de massas [16], e considerando também a presenca de 144
grupos heme.

extrapolacdo de dados pelo software Sednterp assumindo que a HbGp € uma proteina
esférica e globular de massa 3560 kDa.

¢ Dados obtidos a partir da regresséao linear mostrada na figura 16 (ver texto para detalhes).
Dados de experimentos de espalhamento dindmico de luz.

¢ Dados calculados pelo software SEDFIT e apresentados como uma média dos valores
apresentados na Tabela 1 (Média dos trés tempos de estocagem).

M calculada pela Equacdo 7 usando SSO,W determinada a partir da figura 12 e

Dé’o,W determinada a partir de experimentos de espalhamento dinamico de luz.

9 Rs e fl/fo Esperados para uma particula que apresenta s, w experimental, calculado pelo
software Sednterp.

E importante salientar que os valores de massas determinados tanto pela c(M),

quanto pela razdo s/D sdo muito proximos estando dentro do erro experimental, sendo
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gue ambos estdo de acordo com os valores de massas esperados da andlise por
MALDI-TOF-MS. Com estes resultados infere-se que a estequiometria 12(abcd)sLs

posposto por Vinogradov e colaboradores para a HbLt € a mesma para a HbGp [ 64 ].

A Figura 16 mostra que a oxi-HbGp apresentou comportamento dependente da
concentracdo, e que a cianometa-HbGp néo apresenta 0 mesmo comportamento, o que
esta de acordo com a maior estabilidade da cianometa nestas condi¢des [27,28].

Normalmente, um declive negativo na curva do s,,,w versus concentracao protéica e

devido a assimetria ou a efeitos da viscosidade [67], e uma inclinagéo positiva, tal como
observado para oxi-HbGp, deve estar associado a agregacdo [67]. No entanto, o
decline positivo observado para oxi-HbGp foi 70 vezes menor em comparacdo aos
resultados caracterizados anteriormente e que caracterizam a agregacao protéica no
sistema [68]. Assim, acreditamos que a inclinacao positiva observada para a oxi-HbGp
€ um artefato devido a sua menor estabilidade em comparacdo com a cianometa-HbGp.
Além disso, existem dados que sugerem que a oxi-HbGp ndo agrega em funcédo do

aumento da concentracdo (como mencionado mais adiante).
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Figura 16: s,,,w versus a concentracdo de HbGp. A figura mostra s,,,w versus concentragao
de HbGp em todos os tempos de armazenamento ajustado com uma linha reta, a fim de
calcular o s5,,w . Para oxi-HbGp foi observado um s3,,wde 58,1+ 0,2 e 59,6 + 0,2 para
cianometa-HbGp (Tabela 2).

A Tabela 2 (segunda coluna) mostra os dados hidrodinamicos esperados para
uma proteina globular de 3600 kDa e calculados pelo software SEDNTERP através das
equacbes de Stokes e Svedberg sdo mostrados [40]. Comparando os dados
experimentais e o0s esperados, pode-se concluir que a HbGp é uma proteina
assimétrica com um f/fo de aproximadamente 1,33. O experimento de DLS para oxi-
HbGp determinou um Rs, o raio da uma proteina hidratada, de 135 + 1 A. Este valor

esta de acordo com o raio de giro obtido para HbGp através de SAXS e mostram uma
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boa concordancia com o modelo da HbGp como um proteina dodecamérica,

semelhante ao proposto por Vinogradov e colaboradores para a HbLt [68].

O valor de massa obtido para HbGp de 3,6 £ 0,1 MDa é significativamente
superior ao valor de 3,1 MDa relatado anteriormente [11]. A melhoria dos métodos de
ultracentrifugacéo e, especialmente, a disponibilidade de programas que permitem uma
analise multiparamétrica de dados experimentais, contribuiu certamente para obter um

resultado mais coerente com o valor de massa esperado para esta proteina.

O valor de M 3,6 de MDa obtido € mais coerente tanto com a descricdo de
massas semelhantes para hemoglobinas extracelulares, como com a massa esperada a
partir do modelo de Vinogradov e colaboradores para a HbLt [68]. E notavel que,
mesmo para HbLt, que é muito estudada por muitos pesquisadores, ainda restam
algumas discussdes na literatura relacionada ao valor real da massa desta proteina.
Uma discusséo detalhada sobre esta questédo foi feita por Daniel e colaboradores [69],
onde dados de Vinogradov e colaboradores [68] e Riggs e colaboradores [70,71] sé&o
comparados, sugerindo um terceiro modelo, que inclui um tetrdmero adicional (abcd)

por 1/ 12 da molécula inteira.

Uma discussao detalhada da composicao das cadeias polipeptidicas da HbGp é
ainda uma questdo ndo completamente resolvida. Com a caracterizacdo parcial da
massa molecular de polipeptideos da HbGp por MALDI-TOF-MS [16], e considerando a
hipétese do modelo de Vinogradov para a estrutura oligomérica da HbLt ser idéntica a

da HbGp, 12[(abcd)]sLs, obtemos um valor de massa similar ao determinado neste
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trabalho. Também é interessante que um valor de MM de 3.6 MDa corresponde
praticamente ao previsto para a massa de HbLt baseada no modelo de Vinogradov de
12[(abcd)sLs], [64], para a HbLt bem como ao valor estimado a partir da estrutura

cristalografica [14].

Zhu e colaboradores [18] propuseram que a dissociacdo devido a oxidacao
pode ser responsavel pela reducdo da massa aparente observada experimentalmente.
Alguns valores baixos relatados no inicio das determinacdes das massas moleculares
poderiam provavelmente ser atribuidos a falta de procedimentos adequados para a
extragcdo da hemoglobina que evitasse a oxidagdo. Nossa determinacéo atual para
massa da HbGp demonstrou que, independente do estado de oxidacao, tanto a oxi,
guanto a cianometa-HbGp que é muito estavel, apresentam 0s mesmos valores de
massa dentro do erro experimental. Este resultado provavelmente corresponde a

auséncia de um polipeptidio adicional no interior do HBL (Hemoglobina com bicamada

hexagonal), como sugerido por Daniel e colaboradores [69] para a HbLt.

Estes resultados baseado nos dados de AUC, com uma determinagéo
independente do Vp, para todo o oligbmero integra, juntamente com trabalhos da
literatura, e com base em outras técnicas experimentais, sugerem fortemente que a
HbGp é uma proteina homogénea e bastante estavel em pH 7,0. O valor do Vpa
determinado por desitometria de 0,764 mL/g para a estrutura oligomérica também é
mais razoavel do que o valor de 0,729 mL/g utilizado anteriormente para a estimativa de
massa da HbGp [11]. De fato, com base na sequiéncia de aminoacidos da cadeia

monomerica d, que € a Unica no momento disponivel [39], um valor teérico de 0,733 foi
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obtido através do programa SEDNTERP. Espera-se que o oligbmero integro deveria ser
menos denso em comparagao aos mondmeros isolados [58], em consonancia com um

valor mais elevado, como observado em nossos resultados experimentais.

5.1.2. Determinagao Independente doV par

O Vypar € um parametro importante nas andlises de dados de ultracentrifugacao
analitica. No intuito de obter uma melhor qualidade e representatividade dos dados foi
feita uma estimativa independe deste parametro. Solugbes de HbGp em diferentes
concentragcdes no intervalo de 0,5 a 4,0 mg/mL, e no mesmo tampao utilizado nos
experimentos de ultracentrifugacdo, foram utilizadas. Cada valor de densidade
corresponde & média de duas medidas independentes. O célculo do Vy, foi realizado
utilizando a equacgéo 5, e o resultado é mostrado na Figura 17. O valor obtido neste
experimento foi de 0,764 + 0,008 g/mL, esta em excelente concordancia com os valores

obtidos a partir da otimizacgéo realizada pelo software SEDFIT.
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Figura 17: Variacdo da densidade em funcéo da concentracdo de proteina para oxi-HbGp em
Tris-HCI 100 mmol/L, 50 mmol/L NaCl, pH 7,0. O valor da V,,, foi calculado a partir da equacéo
(5) com ainclinacdo da reta.

5.1.3. Mondmero puro nos pHs 7,0 e 10,0

Os experimentos para o monémero d puro foram realizados em 100 mmol/L

Tris-HCI contendo 50 mmol/L NacCl, nos pH 7,0 e 10,0 a 20 °C. As concentragdes de
proteinas utilizadas foram de 40, 80 e 130 pg/mL e a velocidade do rotor foi de 8.000

rpm. Estas concentragdes foram menores que as das amostras para a proteina integra

devido a dificuldade de obter esta subunidade em concentra¢des maiores.

Um procedimento semelhante ao realizado para a proteina integra no pH 7,0 foi

utilizado na analise dos dados do mondmero d puro, sendo 0 Vp O primeiro parametro
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a ser determinado nos ajustes. Este parametro foi calculado a partir da sequéncia de
aminoacidos e por meio de ajustes experimentais através do software SEDFIT. A partir
deste software foi calculado um valor de Vpsr de 0,736 £ 0,004 mL/g, (onde o erro deste
valor corresponde a média de 6 um conjunto de medidas de dados experimentais para
ambos os valores de pH 7,0 e 10,0). Este parametro também foi determinado utilizando
a sequéncia primaria desta subunidade [71] pelo programa SEDNTERP, onde foi obtido
um valor de Vs de 0,733 mL/g. O parametro Vp, fornecido por este programa
representa uma boa aproximacgdo, pois uma comparacdo com o valor experimental
obtido para a proteina integra e com o valor obtido por meio da sequéncia primaria

mostra que o valor fornecido pelo programa € bastante satisfatorio.

Este resultado ndo é muito diferente do valor obtido para a HbGp integra de
0,755 + 0,004 mL/g [72] determinado pelo SEDFIT, e também esta de acordo com 0s
dados da literatura relativos a hemoglobina de L. terrestris: 0,738 mL/g [64] e 0,740

mL/g [68]. Ambos os valores estdo em excelente concordancia.

O valor de s* foi obtido a partir do programa SEDFIT, usando o valor de Vpgy
descrito acima, e os valores de viscosidade e densidade estimados pelo programa

SEDNTERP, ja mencionado na se¢do de materiais e métodos.

O calculo do valor do coeficiente de sedimentacdo s é importante para
caracterizar mudancas no tamanho e na forma das macromoléculas causadas por
mudancas nas condicbes externas. Entretanto, o valor calculado de s deve ser sempre

extrapolado para as condi¢cdes padrbes que sdo aquelas correspondentes ao solvente
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aquoso e a 20 ° C, resultando no s,,,w, afim de eliminar as interferéncias da

viscosidade, n, e da densidade, p. Esta extrapolacdo elimina as contribuicdes do
solvente e pode ser calculada com o uso do programa SEDNTERP quando este esta
configurado com as concentracdes do solvente usado experimentalmente. O calculo do
valor de s,,,w permite ainda a comparacao de dados obtidos em diferentes condi¢cdes

experimentais. O valor de s,,,w pode ser obtido para varias concentracdes de proteina

em analise, e a extrapolacdo da curva para concentracdo zero permite a obtencdo de
(0]
S20w que € uma propriedade Unica, caracteristica, da macromolécula. Mudancas no

(o]
valor de v causadas por mudancas nas condicfes experimentais (temperatura, pH,
adicao de ligantes, etc) podem ser resultantes apenas de variagbes na massa e nao da

forma da macromolécula [42].
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Figura 18: Distribuicdo do coeficiente de sedimentacdo para o monémero d em 100 mmol/L
Tris-HCI (pH 7,0), 50 mmol/L NaCl, monitorado em 236 nm. A figura exibe as curvas de c (s)
para as concentra¢cdes de monémero de 40, 80 e 130 pg/mL. A inser¢do mostra os detalhes na
distribuicdo para o intervalo de s de 3,5 a 7,5. O s aparente para cada concentracdo foi
determinado como o méaximo das curvas Gaussianas.

A Figura 18 mostra as distribuicdes ¢ (s) com os respectivos coeficientes de
sedimentacao para trés concentracbes de mondmero d no pH 7,0. Elas exibem um pico
principal intenso, indicando uma alta homogeneidade do sistema. E importante enfatizar
que os dados de MALDI-TOF-MS [16] também sugerem um elevado grau de pureza da

fracdo monomeérica, apresentando varias isoformas de massas em torno de 16,6 kDa.

O valores de s foram corrigidos para as condicdes padrdo (agua e 20 °C), e,

extrapolados por regressdo linear, a fim de se obter os valores do s>,w, que
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correspondem a 0 mg/mL de proteina. Os valores de sJ,,w, para o0 monémero d foram

190+ 0,01 Sel19 £0,01S, nospH 7,0 e 10,0, respectivamente. Como pode ser
observado a partir da Figura 18 e da Tabela 3 duas espécies adicionais sao observadas
nas distribui¢cdes c (s): correspondente a um pico em 3,20 + 0,03 e outro em torno 5,5 -
5,9 S. O pico em 3,21 S corresponde ao dimero de mondémeros d,. Sua presenca foi
também detectada anteriormente em experimentos de espectrometria de massa [16]. O
pico em 5,5 - 5,9 S pode estar provavelmente, associado a tetrameros de mondémeros
d4, ou a agregados. Ambos, dimeros e tetrameros de monémeros contribuem juntos em
torno de 5% do total na distribuicdo. Esta estimativa, mostrada na Tabela 4, esta
baseada nas areas dos picos das distribuicdes. Assim, os dados de AUC sugerem que
a fracdo monomérica obtida por filtracdo em gel é realmente bastante pura, contribuindo
com mais de 93 - 95% da area total das distribui¢cbes, ¢ (s), como mostra a Figura 18.
Estes dados também sdo coerentes com as observagdes anteriores de MALDI-TOF-MS

[16].
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Figura 19: s,,,w versus a concentracdo do monémero d nos valores de pH 7,0 e 10,0.

Também € digno de nota enfatizar o comportamento independente do
coeficiente de sedimentagdo so,w do mondmero d com a concentragdo, Figura 19. Tal
comportamento foi observado para a forma cianometa-HbGp no pH 7,0, e pode estar
relacionado com a estabilidade e forma bastante simétrica (globular) desta

subunidade, Figura 19. O mesmo comportamento € observado para 0 monémero d no

pH 10,0.
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Tabela 3: Coeficientes de sedimentacdo para o0 monémero d puro e para as espeécies
dissociadas das formas cianometa e oxi no pH alcalino.

Espécies Observadas

Amostras pH s%0,W
1 2 3 4 5
70 [1,95+0,01%| 3,20+0,052 - 55+0,22 -
Mondmero
10,0 | 1,90 +0,01 2 | 3,20 +0,05 2 - 59+0,42 -
100| 1,9+0,12 |[3,20+0042| 44+0,1%| 69+0,82 -
Oxi-HbGp
100| 1,9+01° [320+001°|45+03° | 51+0,1°" -
100| 1,9+01% |3,21+0,03% - 59+0,72 -
Oxi-HbGp *
100| 1,8+0,1° |[3,20+0,01° - 52+0,1° -
Cianometa. | 100 | 1802 a 1321+0,012| 42+032 | 58+02?2 |[587+06°%
HbGp 100| 1,8+03° | 320+001° | 41+01°| 64+03° | 57+2°

2 Absorbancia monitorada em 236 nm

® Absorbancia monitorada em 416 nm

Oxi-HbGp* —Amostra de oxi-HbGp exposta a B-mercaptoethanol;

Espécies 1, 2, 3, 4 e 5 correspondem ao mondmero d, dimeros de monbémero d, e linkers,

trimero (abc), tetrdmero (d, ou abcd), e cianometa-HbGp integra, respectivamente.
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Tabela 4: Contribuicdo percentual de todas as espécies observadas em equilibrio nas
amostras descritas na Tabela 03.

Espécies Observadas

Amostras pH % (Area)
1 2 3 4 5

7,0 95+42 25+272 - 25+2°@ -
Mondmero

10,0 93+32 5+32 - 2+1° -

10,0 39+32 34+8°2 22+442 5+42 -
Oxi-HbGp

10,0 42 +3° 20+4° 23+2° 6+2° -

10,0 66+62 26+82 - 8+4?2 -
Oxi-HbGp *

10,0 45+6° 39+4° - 16+1° -
Cianometa. | 100 24+32 26+52 20+8?2 3+22 18+232

HbGp

10,0 26+2° 20+2° 22+3° 3+2° 19+5P

& Absorbéancia monitorada em 236 nm
® Absorbancia monitorada em 416 nm
Oxi-HbGp* — Amostra de oxi-HbGp exposta a B-mercaptoethanol;

Espécies 1, 2, 3, 4 e 5 correspondem ao monémero d, dimeros de mondémero d, e linkers,
trimero (abc), tetrdmero (d4 ou abcd), e cianometa-HbGp integra, respectivamente.

As Figuras. 20A e 20B mostram as distribuicbes pela c¢ (M), para trés
concentracbes do monémero d nos valores de pH 7,0 e 10,0, respectivamente. As
massas foram determinadas como uma média do maximo dos picos nas curvas da ¢

(M). As massas molares determinadas para os dois valores de pH foram de 19 + 1,0

kDa e 17,3 £ 0,4 kDa, no pH 7,0 e 10,0, respectivamente. Estas MM para o0 monémero
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d sdo maiores que aqueles obtidos nas analises MALDI-TOF-MS, onde foi obtido uma
massa de 16,6 kDa para a isoforma principal. No entanto, estes valores de massa mais
elevados podem estar associados a presenca de outras espécies, dimeros de
mondmeros, que apresentam massas mais elevadas, e de baixa contribuicdo, sendo
apenas 5 — 7 % do total da amostra, Tabela 4. Portanto, como estas espécies ndo séo
observadas na distribuicdo das curvas da ¢ (M), é bastante provavel que esta esteja

contribuindo para um deslocamento do maximo dos picos para valores mais elevados.

6.0<0° 3040°
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5.0x10" §> Ao/ é g
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Figura 20: Distribuicdo da massa molecular ¢c(M) para o mondmero d. (A) pH 10,0 e (B) pH 7,0.
A figura mostra as curvas de c(M) para as concentragfes de mondémero d 40, 80 e 130 pg/mL
em tampao Tris-HCI 100 mmol/L, 50 mmol/L NaCl. A massa molecular foi determinada como o

valor maximo dos picos nas curvas da c(M).
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5.1.4. Oxi-HbGp em pH 10,0, na auséncia e presenga de B-mercaptoethanol

Na Figura 21 sdo mostradas as distribui¢cdes de c (s) para oxi-HbGp em pH 10,0
para trés concentracdes de proteina distintas, 100, 200 e 300 pg/mL. Pode-se observar
que varias espécies diferentes aparecem na distribuicdo: um primeiro pico em 1,90 S
corresponde ao mondmero, um segundo pico em, 3,21 S correspondente aos dimeros
de mondémeros, que € comum ao que ocorre na fracdo do monémero d puro (Figura 18),

mas aparecem com diferentes intensidades relativas.

Esta maior intensidade do segundo pico 3,21 S pode estar associada ao fato
que, os linkers tem massa molecular média de 28 kDa, podendo estar aparecendo na
mesma posi¢cdo que os dimeros de mondmero, que apresentam massa em torno de
32 -33 kDa. Como as massas das duas espécies sdo proximas, estas se tornam
praticamente indistinguiveis. Além disso, um picoem 4,1-45S e outroem 5,1-6,9S

aparecem na distribuicdo de c(s), Tabela 3. O pico de 4,4 S € atribuido ao trimero, abc.

E importante ressaltar que para a oxi-HbGp em pH 10,0 nenhuma contribui¢&o
da proteina integra em torno de 58,1 S [72] é observada. Isto sugere que o pH 10,0,
alcalino, promove a dissocia¢édo oligomérica total da HbGp em subunidades de massa
molecular menor como sugerido anteriormente por filtragdo em gel e em estudos de
SAXS [22-28,65]. Outra observacéo interessante, a partir dos dados mostrados na
Tabela 4, é o fato que a contribuicdo percentual das diferentes espécies da HbGp em

pH 10 é bastante semelhante, dentro do erro experimental, independentemente do
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comprimento de onda utilizado para o acompanhamento da absorgdo. As contribuicdes
sdo de 39 + 3% para 0 mondmero, 26 + 8% para os dimeros de mondémeros e linkers,
25 + 4% para os trimeros e 6 + 3% para os tetrameros. Estes valores correspondem as

médias de porcentagem da terceira e quarta linhas da Tabela 4.
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Figura 21: Distribuicdo do coeficiente de sedimentagéo para oxi-HbGp em 100 mmol/L Tris-HCI
(pH 10,0), 50 mmol/L NaCl sem B-mercaptoethanol, monitorado em 236 nm. A figura exibe as
curvas de c (s) para as concentracdes de HbGp de 100, 200 e 300 pg/mL. A inser¢do mostra 0s
detalhes na distribuicé@o para o intervalo de s de 4,0 a 6,5. O s aparente para cada concentracado
foi determinado como o mé&ximo das curvas Gaussianas.

E importante ressaltar o trabalho de Krebs et al [35] sobre as propriedades da
subunidade dodecamero, (abcd)s, da hemoglobina de Lumbricus terrestris (HbLt). Os

autores observaram que o dodecamero pode ser obtido a partir da dissociacdo com
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uréia da proteina integra. Este processo consistiu de um equilibrio de trés espécies com
coeficientes de sedimentagéo de 8,5-9,4 S, 3,6 - 44 S e 1,9 S. Os coeficientes de
sedimentacao obtidos para o mondémero neste trabalho, concordam com o valor obtido
para HbLt [35]. Também pode-se supor que as espécies observadas em 3,5 - 4,4 S
correspondem ao trimero, que também foi observada neste trabalho. Além disso,
também é claro que a HbGp, em pH 10,0, ndo se dissocia originando dodecameros,
uma vez que nenhum coeficiente de sedimentagéo no intervalo 8,5 -10,0 foi observado

neste experimentos.

A adicdo de B-mercaptoethanol & oxi-HbGp em pH 10,0 (Figura 22) leva a
mudancas significativas nas distribuicdes c (s): a intensidade relativa dos picos em 1,91
e 3,21 S sao diferentes e o pico de 4,4 S ndo € observado. Esta constatacdo do
desaparecimento do pico em 4,4 S é consistente com a atribuicdo deste pico ao trimero
abc, pois a adicdo do B-mercaptoethanol promove a reducdo das pontes dissulfeto,
produzindo os monémeros a, b e ¢ isolados. O aumento no percentual de contribuicdo
monomérica apresentados na Tabela 4 também é coerente com esta interpretacdo. E
também digno de nota que a contribuicdo percentual das diferentes espécies
observadas através do acompanhamento das absorbancias a 236 e 416 nm,
correspondendo, respectivamente, a proteina e aos grupos heme, ndo sdo 0s mesmos
para a amostra da HbGp submetida a redugdo das ponte dissulfeto, Tabela 4. Esta
observacéo é bastante diferente da observada para a oxi-HbGp, em pH 10, na auséncia

de B-mercaptoethanol.
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Os parametros obtidos nestes experimentos com base nos ajustes de dados de

AUC estdo reunidos nas Tabelas 1 e 2.
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Figura 22: Distribuicdo do coeficiente de sedimentagéo para oxi-HbGp em 100 mmol/L Tris-HCI
(pH 10,0), 50 mmol/L NaCl com B-mercaptoethanol. (A) Oxi-HbGp monitorada em 236 nm e (B)
Oxi-HbGp monitorada em 416 nm. A figura exibe as curvas de c (s) para as concentracdes de
HbGp de 50, 100 e 200 ug/mL. A insercdo mostra os detalhes na distribuicdo para o intervalo
de s de 4,0 a 6,5. O s aparente para cada concentragdo foi determinado como o0 maximo das
curvas Gaussianas.
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5.1.5. Cianometa-HbGp em pH 10,0

Na Figura 23 sao mostrados os dados experimentais obtidos na
ultracentrifugacéo analitica, sdo apresentados a absorbancia versus distancia radial da
célula para a cianometa-HbGp na concentragdo de 100 pg/mL, em pH 10,0. A andlise
de sedimentacdo para esta amostra, através do programa SEDFIT, é mostrada na
Figura 23, onde as linhas cheias mostram os ajustes e os quadrados correspondem aos
dados experimentais. E importante enfatizar, neste caso, que as cinco primeiras curvas
mostram claramente a presenca de uma heterogeneidade significativa de espécies em
solucdo com os coeficientes de sedimentacdo bem diferentes. Este dado € bastante
consistente com os resultados obtidos das distribuicdes ¢ (s) mostrados na Figura 23

para esse exemplo.
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Figura 23: Dados parciais de velocidade de sedimentacdo obtidos através do programa
SEDFIT. (A) Curvas da Absorbancia em 236 nm em funcdo do raio da célula, para cianometa-
HbGp 100 pg/mL em tampéo Tris-HCI 100 mmol/L 50 mmol/L de NaCl, pH 10,0. O experimento
foi realizado a 20 °C e 8.000 rpm (rotor NA-60 Ti ). As linhas cheias representam o ajuste feito
no programa SEDFIT e os quadrados representam os dados experimentais.

Na Figura 24 sao mostradas as distribuicdes de c (s) para a cianometa-HbGp
em pH 10,0 nas trés concentracdes de proteina de 100, 200 e 300 pg/mL. Pode-se
notar que varias espécies diferentes aparecem na distribuicdo de uma forma similar ao
observado para a oxi-HbGp em pH 10,0, Figura 21. Observam-se picos em 1,80 S,
3,21 S, 4,10 S e 58 S, correspondente ao monémero, dimero de mondémeros, trimeros e
cianometa-HbGp integra néo-dissociada, respectivamente. No entanto, os picos da

segunda e terceira espécies ndo tém uma boa resolucao (Figura 24) como ocorre, para
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a oxi-HbGp. Esta baixa resolucdo pode estar associada a uma maior complexidade

deste conjunto de dados, pois 0 numero de espécies diferentes presente em equilibrio é

relativamente grande.
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Figura 24: Distribuicdo do coeficiente de sedimentacdo para a cianometa-HbGp em 100 mmol/L
Tris-HCI (pH 10,0), 50 mmol/L NaCl, monitorado em 236 nm. A figura exibe as curvas de c (s)
para as concentracdes HbGp de 100, 200 e 300 pg/mL. A insercdo mostra os detalhes na
distribuicdo para o intervalo de s de 0 a 6,0 S (A). Ajuste de c (s) fixando as propriedades do
mondmero e o intervalo de sedimentacdo (B). O s aparente para cada concentracdo foi
determinado como o maximo das curvas Gaussianas.
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E também evidente que, para cianometa-HbGp em pH 10,0, uma fragéo
significativa de proteina n&o dissociada permanece na solugdo. Essa fracdo
corresponde ao pico de 58 S e esta estimada em 19% da proteina total em solucao
Tabelas 3 e 4. A fim de separar as contribuicbes das diferentes espécies em solucéo
foram realizados diferentes ajustes por modelos diferentes. Um exemplo desse ajuste é
mostrado na Figura 24B, onde os dados experimentais foram analisados no intervalo
de coeficiente de sedimentacdo de 0 a 6 S, sendo fixando os parametros do mondémero
d. Este ajuste mostra uma resolucao clara do monémero, dimero de monémeros e picos
trimeros. Os coeficientes de sedimentacdo sdo apresentados na Tabela 2 e suas
contribuicbes percentuais estdo resumidas na Tabela 4. A constatacdo de que quase
19% da cianometa-HbGp permanece nado-dissociada no pH 10 é coerente com a maior
estabilidade oligomérica exibida por esta forma da proteina em comparagdo com Oxi-

HbGp [27,28].

5.2. Medidas em meio &cido

5.2.1. Medidas de fluorescéncia

As Figuras 25 A e B mostram os espectros de emisséo de fluorescéncia para
cianometa- e meta-HbGp em pH &cido, respectivamente. A fluorescéncia normalizada

em relagdo a fluorescéncia no pH 7,0 para ambas as formas, € mostrada na Figura 26.
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Para valores de pH acima de 5,0 a estrutura oligomérica da proteina mantém-se
inalterada, pois a intensidade de fluorescéncia permanece praticamente constante. No
entanto, a medida que de pH torna-se mais acido, ou seja nos pHs abaixo de 5,0, pode-
se observar um aumento drastico na intensidade de emissdo de fluorescéncia,
provavelmente associado com dissociacado oligomérica e reducdo de supressdo de

fluorescéncia dos triptofanos.

Entretanto, o comportamento das trés formas de oxidacdo estudadas é distinto,
sendo observado um aumento significativo da fluorescéncia, em torno de 7 vezes, para
a forma oxi (Figura 26) ao passar do pH 7,0 para o pH 4,0, enquanto que para a
cianometa- e a meta-HbGp € observado um aumento de 9 e 4 vezes, respectivamente.
A baixa emissao de fluorescéncia nos valores de pH mais elevado, esta associada em
parte a transferéncia de energia do fluoréforo, triptofano, para o grupo heme. Este
comportamento € bem comum em hemoproteinas [62]. No entanto, a acidificagdo do
meio também produz um aumento de emissdo de fluorescéncia devido a intensa
dissociagcdo parcial do oligbmero [62]. A Figura 26 sugere que a dissociagcao

oligomérica se torna mais intensa na faixa de pH abaixo de 5,0.
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Figura 25: Espectros de emissdo de fluorescéncia da HbGp nas formas ciano (A) e meta (B),
100 pg/mL em tampéo acetato-fosfato. Excitagdo em 295 nm.

Na faixa de pH de 7,0 a 5,0, a intensidade de emissao de fluorescéncia n&o
muda radicalmente para todas as formas de oxidacdo de HbGp. No pH abaixo de 5,0,
devido a dissociacdo da proteina oligomérica, uma mudanca mais significativa na
emissao do triptofano é observada, coerente tanto com a reducdo da transferéncia de
energia para o grupo heme como pela exposicdo dos fluoréforos para o solvente. E
também digno de notar o fato de que a cianometa-HbGp é a mais estavel das trés
formas, a julgar pelas mudancas menores na emissao de fluorescéncia Figura 26
observada em toda a faixa de pH utilizadas neste trabalho. Esta € também uma
observacdo esperada considerando a alta estabilidade desta forma de oxidagdo da

proteina [27,28].
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Figura 26: Fluorescéncia normalizada para os valores pH 7,0 para as formas, oxi-HbGp, meta-
HbGp e cianometa-HbGp.

5.2.2. Espalhamento de luz

O espalhamento de Rayleigh das solugbes usadas nos estudos de
fluorescéncia foi acompanhada no fluorimetro para avaliar a agregacdo da HbGp,
induzida pela variacdo do pH na proximidade do ponto isoelétrico. A Figura 27 mostra a
intensidade de luz espalhada de solugbes de HbGp para as trés formas estudadas em
funcdo do pH. A intensidade de luz espalhada, na faixa de pH de 4,0 a 7,0, inicialmente

de forma abrupta, caindo para o nivel anterior apés o aumento do pH.
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Figura 27: Intensidade de luz espalhada em funcdo do pH para a trés formas da HbGp: meta,
cianometa e oxi.

Para HbGp na forma oxi, o intervalo de valores de pH em que o aumento da
intensidade de espalhamento de luz foi observada € maior quando comparado as
formas meta e cianometa. O valor de pH correspondente ao maximo da intensidade de
espalhamento de luz em funcdo do pH para a meta-HbGp esta bem definido e é
aproximadamente no pH 5,4. A intensidade de espalhamento de luz € quase 2,5 vezes
maior em comparacdo com a forma oxi-HbGp. Para a cianometa-HbGp esse valor esta
em pH 5,0 e a intensidade maxima de disperséo de luz € semelhante a encontrada para
a meta-HbGp. Podemos atribuir estes valores de pH correspondentes aos maximos de
intensidades de espalhamento ao ponto isoelétrico da proteina nas suas respectivas

formas. Estes dados sugerem que o valor de pl para a meta-HbGp € de 5,4, para a
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cianometa-HbGp é de 5,0 e para oxi-HbGp é de 5,8, com uma incerteza maior para
forma oxi. Este valores estdo de acordo com valores de pl determinados

independentemente através do potencial zeta e de isoeletrofocalizagéo.
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6. CONCLUSOES

A massa da HbGp foi determinada quase 20 anos atras [11]. O baixo valor de
massa de 3100 kDa, obtido nesse trabalho, tem sido considerado muito diferente
guando comparado aos valores mais elevados, por exemplo, de HbLt [69]. No presente
trabalho, uma reavaliacdo da massa desta hemoglobina gigante foi realizada utilizando
metodologia moderna de AUC e com a finalidade de comparar os novos dados
experimentais com os resultados recentes a partir da determinacéo parcial da massa
por analise MALDI-TOF-MS das subunidades que constituem a HbGp. A determinacgéo
foi realizada para a proteina em ambos os estados de oxidagdo, oxi e cianometa.
Dados da literatura sugerem que a oxidacéo parcial da hemoglobina poderia afetar os
valores experimentais de MM devido a dissociagdo parcial oligomérica induzida pela
auto-oxidacéo do heme. Por outro lado, a forma cianometa tem-se mostrado bastante
estavel e resistente em relacdo a dissociacdo oligomérica. Os resultados deste presente
trabalho mostram que a MM da HbGp € cerca de 3.600 kDa, semelhante a de outras
proteinas homologas descritas na literatura [36,70]. Uma pequena diferenca foi
observada entre a oxi- e a cianometa-HbGp, sendo que os valores estdo praticamente

dentro dos limites de incertezas na determinagéo da MM.

A massa molecular da HbGp observada experimentalmente por AUC esta de

acordo com o valor esperado com base na determinagédo por espectrometria de massa
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[16], e na suposicdo de uma estrutura oligomérica similar & proposta por Vinogradov
para a proteina homologa de L. terrestris. Pela primeira vez, um experimento
independente para determinagéo do Vps da HbGp também foi realizado. O valor do Vyar
determinado por densitometria foi de 0,764 mL/g, e estd em excelente concordancia
com os valores estimados pelo software SEDFIT com os dados obtidos de AUC. Essa

observacéo reforga a validade da atual reavaliagdo da massa molecular da HbGp.

Experimentos de ultracentrifugagdo para o mondmero d indicam que esta
espécie é bastante pura. No entanto, um equilibrio dindmico mondémero — dimero é
observado. A contribuicdo dos dimeros é muito baixa, em torno de 5%, similar ao

observado por MALDI —TOF-MS [16,17].

As analises em pH neutro 7,0, mostraram que as duas formas da HbGp sao
bastante homogéneas com apenas uma contribuicdo na distribuicdo de c(s) e c(M). Por
outro lado, em meio alcalino pH 10,0 a presenca de varias espécies em solucdo foi
detectada. Foram observadas quatro espécies em solucdo para forma oxi
correspondente ao: monémero d, dimeros de monémeros d,, trimeros abc e uma
guarta espécie ainda nao definida. O segundo pico (dimeros de mondmeros dy)
apresentou grande intensidade em relacdo a distribuicdo na amostra de monémero
puro. Pode-se inferir que pode estar havendo a contribuicdo dos linkers para o aumento
da intensidade desta espécie, pois como as massas de dimeros de mondmeros d,, 32
kDa e Linkers, de 28 kDa, sdo muito proximas dificulta a separacdo destas duas
espécies. Ja a terceira espécie, trimeros abc, néo é observada nas amostras na

presenca do agente redutor, B-mercaptoethanol, pois as ligacdes de sulfetos que
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mantém esta subunidade sdo quebradas formando espécies monoméricas, mondmeros
a, b, ¢, 0 que esta de acordo com o aumento da contribuicdo da fracdo monomeérica,

observado para estas amostras.

Nas amostras da oxi-HbGp ndo foram observadas nenhuma contribuicdo de
proteina integra, sugerindo que em pH 10,0 esta forma encontra-se totalmente
dissociada. No entanto, no caso da cianometa-HbGp, foi observada uma contribuigéo
significativa, de cerca de 19%, de proteina na forma integra, sugerindo uma maior

estabilidade da forma cianometa em meio alcalino.

Comportamento semelhante é observado por fluorescéncia, onde a cianometa-
HbGp mostra-se bem mais estavel em meio acido do que as outras duas formas, meta-

e oxi-HbGp.
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APENDICE

Software SEDFIT (Versao 9.4)

O software SEDFIT é um muito utilizado na andlise de dados de velocidade de
sedimentacdo. No entanto, embora a ultracentrifugacdo analitica tenha sido bastante
utilizada no estudo de macromoléculas, esta ainda é uma técnica relativamente pouco
conhecida e utilizada em pesquisa. Em parte, isto se deve ao elevado preco do
eguipamento, 0 que o torna pouco acessivel, e disponivel frequentemente apenas em

laboratérios multiusuéarios.

Por acreditarmos que esta técnica e os métodos de analises de dados séo
poucos conhecidos, propomos nesta secdo a elaboracdo de um pequeno texto auto-
explicativo, com o intuito de produzimos um documento util a comunidade, e que possa
vir a contribuir para uma melhor utilizacdo dos recursos que este programa

computacional pode oferecer.

Embora o SEDFIT seja pouco usado por alunos e pesquisadores, este software
apresenta uma interface de facil manipulacdo. Existem varios modelos de tratamento
de dados no software que lhe permite calcular varios pardmetros hidrodinamicos tais
como: coeficiente de sedimentacdo s* coeficiente de difusdo (D), volume parcial

especifico (Vpar), razéo friccional (f/fo) e a massa molecular (MM). Os modelos mais
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utiizados neste trabalho foram as distribuicbes em fungdo do coeficiente de
sedimentacao, s, ou da massa molecular, M, c(s) e c(M). Nestes dois modelos existem
varios parametros que podem ser ajustados ou mantidos fixos a fim de melhorar os

ajustes.

Neste trabalho parametros importantes como o coeficiente de difusédo e o
volume parcial especifico foram determinados de maneira independente por

espalhamento dinamico de luz (DLS) e densitometria, respectivamente.

A Figura 28 mostra a interface de entrada do programa SEDFIT, onde podemos
observar varios icones de comando (Data, Copy, Display, Model, Parameters, Run, Fit,

etc), e que permitem aos analistas manusear o programa e tratar os dados.

[l Sedimentation Analysis H@WJ
Data Co Helo

Py Display Model Parameters Run Ft Generate Stakstics Notes Options

SEDFIT (verséo 9.4)

M EE D™ B) vocumetol - icros QM & sm

Figura 28: Janela de entrada do programa SEDFIT mostrando os icones de comando (Data,
Copy, Display, Model, Parameters, Run, Fit, etc).
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O primeiro passo que devemos fazer para iniciar o tratamento dos dados é
buscar os arquivos por meio do comando (Data / Load new Files). Em seguida, as
curvas dos dados de velocidade de sedimentacdo serdo mostradas na interface do
programa, como mostra a Figura 29. Nesta figura podemos observar além das curvas
de absorbancia que aparecem na parte superior, 0s residuos do ajuste, na parte
inferior. Os residuos sdo bastante importantes para o processo de analise, pois é a
partir deste que podemos avaliar a qualidade, do ajuste realizado. Uma distribuicdo
uniforme dos residuos com uma pequena variagdo em torno do zero entre (-0,05 e
0,05) é considerado um bom ajuste. Outro item muito importante € o menisco do

tampéo e da amostras, que devem ser definidos para realizar um bom ajuste.

[l SEDIMENTATION ANALYSIS -> C:\Documents and Settings\Us piy Documents\bio\faoc\uviquimica\UL TRAVAUC_HBGp_Marco2008\CianoHbGp_pH7.0_236nmi00001 RAT. . BEX)
Data Copy Displey Model Parometers Run Fit Generobe Stekistics Notes Options Help

[o0]

absoghance

residuals [OD]

M TEE@D™| Mooanerol-vacs. IR WM E sasen

Figura 29: Dados iniciais salvos no programa SEDFIT da cianometa-HbGp 200 pg/mL
monitorada em 236 nm. (A) Curvas experimentais da cianometa-HbGp em funcdo da
absorbéncia e da distancia radial. (1) Menisco do tampéo e (2) Menisco da Amostra (B)*
Distribuicdo dos residuos antes de serem realizados os ajustes. *Observe que as duas curvas
sdo iguais, no entanto em (B) apds o ajuste serd apresentada a distribuicdo dos residuos a
partir das curvas que sdo mostradas na figura.
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O menisco a esquerda (amostra) deve ser definido de tal modo que, a linha
vermelha a esquerda na Figura 29 deve ser movida para o centro da curva do menisco
da amostra. O limite da direita deve ser definido no intervalo de 6,85 e 7,00, como

mostra a Figura 30. Este parametro deve ser bem definido, pois € a partir deste

intervalo que sao realizados os ajustes.

I SEDIMENTATION ANALYSIS -> C and i i imica\UL TRAVAUC_HBGp_Marco2008\CianoHbGp_pH7.0_236nm\00001 RA1... M@%I
Deta Copy Display Model Porameters Run Fib Generabe Stafistics Notes Options Help

o [OD]

absoran

sesiduals [OD]

WM woem

“
;
e e

Figura 30: Definicdo dos meniscos. Curvas experimentais com menisco da esquerda (amostra)
e da direita definidos.

Depois da delimitacéo do intervalo de distancias, devemos escolher um modelo
para ajustar os dados. A escolha do modelo deve ser feita a partir do parametro que se
desejar encontrar, com base no icone de comando (Model). Para determinarmos o
coeficiente de sedimentacao (s), volume parcial especifico (Vypar) € razao friccional (f/fo)
o modelo mais indicado € o de distribuicdo continua c(s) (Continuous Distribution c(s)).

Este modelo, como mencionado anteriormente, apresenta algumas variacbes que
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dependem do parametro que se deseja determinar e da natureza da amostra. Para
amostras puras, ou seja, com apenas uma Unica espécie, 0 ajuste com um componente
discreto é recomendavel (Continuous c(s) with 1 discrete component). Como podemos
observar na Figura 31, os parametros Vg, densidade (p) e viscosidade (n) sao fixos
neste modelo, portanto é importante o conhecimento prévio dos mesmos. Neste modelo

é determinada a razéo f/fo e o coeficiente de sedimentacao (Ss).

“Sedimentation Coefficient Distribution c(s) with 1 discrete ...
" 00,0000 Es
= il spec. volue[0755000
: i
"t bufer densiy 1006 i,
& 80
— buffer viscosi ity (Poise) |0.01039
o v alratc [1.30000 L rhy
: = W sofdisrctecomp |58
¥ s grid from file: _ EL
i P rieoy ¥ M of dicreleconp (3600000
£
% |0.0000 crt
™ Fi T Neise
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M FTE@™ Hsorwaroseormce.. ML LT O dracentifugaci an.. | = @ o i

Figura 31: Definicdo dos parametros de entrada, Vya,, intervalo do coeficiente de sedimentacao,
resolucao, densidade e viscosidade do tampd&o, mostrados no quadro a direita. O parametro de
regularizacao dos calculos, ou seja, parametro que varia € a razao friccional (f/fo).

Depois que todos os parametros sao incorporados no modelo e 0s meniscos
definidos, deve-se fazer um ajuste rapido (Run), a fim de avaliar se os parametros de
entrada e do menisco foram bem definidos. Esta avaliacdo € feita a partir da anélise do

perfil dos residuos, que devem ser distribuidos uniformemente em torno de zero, numa
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faixa aceitavel de (-0,05 a 0,05), como mostra a Figura 32. Na Figura 32 temos um
ajuste rapido (Run), onde podemos observar que este € um bom ajuste dos dados
experimentais, jA que os residuos apresentam uma boa distribuicdo e na parte inferior
temos a curva c(s) com apenas uma contribuicdo do coeficiente de sedimentagdo em
torno de 58 S. Depois do ajuste rapido (Run), devemos fazer um ajuste mais completo
dos dados (Fit), sendo recomendavel aumentar a resolucao do ajuste, neste caso 300
de resolucdo é bem razoavel. E importante aumentar a resolucdo, para aumentar o
namero de pontos na distribuicdo, melhorando assim o ajuste, Figura 33. Quanto maior
a resolucdo maior o niumero de pontos na distribuicdo e melhor fica o ajuste, sendo
menor o erro da propriedade hidrodinamica a ser determinada, neste caso, o coeficiente

de sedimentagéo.
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Figura 32: Interface do programa SEDFIT mostrando um ajuste rapido (Run) da cianometa-
HbGp. (A) Curvas experimentais (quadrados) e as curvas ajustadas pelo programa SEDFIT
(linhas). Observe que as linhas se sobrepdem aos quadrados, indicando que os parametros
estdo bem definidos. (B) Distribuicdo dos residuos; (C) Distribuicdo da c(s), mostrando a
contribuicdo de uma Unica espécie. Note que a distribuicao dos residuos € bem uniforme e em
torno de zero.
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Figura 33: Ajuste idéntico ao da figura 05. No entanto a resolu¢do que anteriormente era de
100 foi aumentada para 300. E muito importante, mesmo que o ajuste seja mais demorado,
tratar os dados em uma resolucdo maior; A distribuicdo da c(s) torna-se se melhor definida e os
erros diminuem significantemente. Observe que as curvas que aparecem nas duas figuras
contribuem em um mesmo coeficiente de sedimentagéo, porém a da Figura 06 tem uma maior

definicéo.

No entanto, quando a amostra em questdo tem contribuicdo de varios
componentes, é preferivel usar um modelo de distribuicdo continua c(s), onde é
possivel fixar parametros de um dos componentes da mistura, para simplificar e
melhorar os ajustes. O modelo mais adequado nesta situagdo é o (Continuous c(s)

Conformational Model). Neste modelo € possivel fixar a massa, e o intervalo restrito de

coeficiente de sedimentacdo de uma das espécies na mistura, Figura 34.
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Figura 34: Dados da oxi-HbGp pH 10,0 tratada pelo Modelo Continuous c(s) Conformational
Model. (A) Curvas experimentais (quadrados) e as curvas ajustadas pelo programa SEDFIT
(linhas). Observe que as linhas se sobrepdem aos quadrados, indicando que os parametros
estdo bem definidos. (B) Distribuicdo dos residuos; (C) Distribuicdo da c(s), mostrando a
contribuicdo de varias espécies. A presenca de varias espécies ocorre devido a oxi-HbGp sofrer
dissociacdo em meio alcalino (pH 10,0). Note que a distribuicdo dos residuos € bem uniforme e
em torno de zero.

Outro modelo utilizado neste trabalho foi a distribuicAo continua c(M)
(Continuous c(M) with other prior knowledge). Este modelo é util para determinar a
massa de moléculas com alto grau de pureza. Neste modelo, o parametro de

regularizacao variavel é a razéo f/f, enquanto que os demais parametros sédo fixos.

No entanto, podemos observar que independente do modelo escolhido, seja
para amostras bastante homogéneas ou complexas é claro que para uma boa analise
dos dados e para uma maior confiabilidade nos mesmos, a determinacdo de
parametros independentes com Vpa, f/fo € D devem ser feitas e introduzidos nos

modelos.
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E possivel extrair os dados das curvas de distribuicio e residuos diretamente
para o Origin, a partir da ferramenta, (Copy Distribution Plot) e (Copy Residuals Plot)

na interface do SEDFIT, respectivamente.



